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OZET

Hem Tip 1 hem de Tip 2 Diyabet’te, insiilin iireten pankreatik beta hiicre
kitlesinin giderek azaldigi goriiliir. Bu nedenle, fonksiyonel beta hiicre kitlesini
artirmaya yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin her iki tip diyabet i¢cin de fayda
saglayacag1 dusiiniilmektedir. Bir¢ok kanser hiicresinde apoptotik etkisi oldugu
gosterilmis olan TRAIL’1in (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), saglikli bazi
hiicrelerde, ornegin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve vaskiiler endotel hiicrelerde
proliferasyonu tetikledigi gozlenmistir; pankreatik beta hiicrelerinde ise sitokin
aracili hiicre hasarina kars1 koruma sagladig: diisiiniilmektedir.

Bu bulgulardan yola ¢ikarak, TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri tizerindeki
biyolojik etkisini tanimlamay1 ve olast proliferatif etkisini gostermeyi hedefledik.
Calismamizda sican pankreatik adaciklar1 ve fare insulinoma hiicre hatti (Min6)
kullanildi. Pankreatik adaciklar, Wistar tiirii siganlardan izole edildi ve enzimatik
yolla pargalanarak primer hiicre kiltiirii kuruldu. Adacik hiicre kiiltiiriiniin biiyiik
cogunlugunu beta hiicreleri olustururken, diger kismini alfa hiicreleri, fibroblastlar ve
diger hiicre tipleri olusturmaktaydi. Kiiltiirdeki hiicrelere artan dozlarda (0, 1, 10
ng/ml) ¢oziilebilir TRAIL (STRAIL) uygulanmasinin, hiicre canliliginda azalmaya
neden olmadigi goézlendi. Aksine, sTRAIL uygulamasi primer pankreatik beta
hiicrelerinde proliferasyonu indiikledi. Min6 beta hiicre hatti kullanilarak yapilan
sTRAIL uygulamalar1 yine hiicrelerde proliferasyonu artirict etki ile sonuglanirken,
kontrol olarak kullanilan A549 akciger kanser hiicre hattinda giiclii apoptotik etki
gozlendi. Min6 hiicrelerinde adenoviral vektorler araciligiyla TRAIL gen aktarimi
sonrasinda, hiicre yiizeyinde TRAIL sentezinin artisini takiben proliferasyon
gozlenirken, A549 hiicreleri ayn1 uygulama sonrasinda apoptoza ugradi. Western
Blot sonuclari, TRAIL’in beta hiicrelerindeki proliferasyon tetikleyici etkisini,
ERK1/2, p38 ve Akt yolaklari {izerinden gerceklestirdigini diisiindiirmektedir.

Elde edilen bu sonuglar, TRAIL’in, hem si¢an primer adacik hiicrelerinde
hem de fare pankreatik beta hiicre hattinda apoptoza neden olmadigini gostermekte,
bunun yaninda TRAIL’in beta hiicreleri iizerindeki proliferatif etkisine isaret
etmektedir. Sonu¢ olarak bulgularimizin TRAIL molekiiliiniin beta hiicreleri
tizerindeki biyolojik etkisinin anlasilmasi yoniinde literatiire katki saglayacagini,
bunun yaninda yapilacak ileri ¢caligmalarla TRAIL’1n beta hiicre kaybinin 6nlenmesi
veya telafi edilmesinde kullanilabilecek bir aday molekiil olabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: TRAIL, Beta Hiicre Proliferasyonu, Diyabet



ABSTRACT

Therapeutic approaches to increase functional beta cell mass in diabetic
patients are of great interest since loss of pancreatic beta cell mass and function
contribute to development of both type-1 and type-2 diabetes. TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand), which is an apoptosis inducer in a wide variety of
tumor cells, has also proven to promote survival and proliferation in various cell
types, such as vascular smooth muscle cells and vascular endothelial cells.
Furthermore, TRAIL is claimed to protect pancreatic beta cells against cytokine-
related harm.

We aimed to describe the biological effect of TRAIL on pancreatic beta cells
and to investigate whether TRAIL could induce proliferation in these cells. Rat
pancreatic islets and mouse insulinoma cell line (Min6) were used. Pancreatic islets
were isolated from Wistar rats and enzymatically dispersed into single cells, then
cultured. Cultures of dispersed rat islets contained mostly of beta cells, and
remaining were alpha cells, fibroblast cells, and the other cell types. Cultures treated
with increasing doses of recombinant sTRAIL (0, 1, 10 ng/ml) displayed no
reduction in viable cell numbers. On the contrary, STRAIL treatment induced
proliferation of primary pancreatic beta cells compared to the untreated group.
STRAIL treatment also induced proliferation in Min6 beta cell line, while inducing
apoptosis in A549 lung cancer cell line which was used as a control cell type. TRAIL
expression was also increased in the pancreatic beta cell line and in A549 cells, by
adenoviral gene delivery. Increased expression of TRAIL induced proliferation in
Min6, while inducing apoptosis in A459 cells. Western Blot results suggest that
TRAIL may promote beta cell proliferation through ERK1/2, p38 and Akt pathways.

These results demonstrate that TRAIL does not induce apoptosis in primary
rat beta cells or mouse beta cell line Min6, while increasing viability and
proliferation. In conclusion, we believe that our results will contribute to the
understanding of the biological role of TRAIL on beta cells, and suggest that TRAIL
may be a candidate molecule to prevent beta cell loss and/or replenish beta cell mass,
through further investigations.

Keywords: TRAIL, Beta Cell Proliferation, Diabetes
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Ad : Adenoviriis

AdShTRAIL : insan TRAIL Geni Tastyan Serotip 5 Adenoviriis
aFGF > Acidic Fibroblast Growth Factor
Apo2L : Apoptosis Ligand 2

BID : BH3 Interacting Domain

B-KLL : B Hiicreli Kronik Lenfositik Losemi
BSA : Bovine Serum Albumin

CCK : Cholecystokinin

CD253 : Cluster of Differentiation 253

CDK : Cyclin Dependent Kinase

clAP : Cellular Inhibitors of Apoptosis Proteins
CO, : Karbondioksit

Cx : Connexin

DcR : Decoy Receptor

DISC : Death Inducing Signaling Complex
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DR4 : Death Receptor

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit

EGF : Epidermal Growth Factor

ERK : Extracellular Signal Regulated Kinase
FADD : Fas Associated Death Domain

FBS : Fetal Bovine Serum

FDA : Fluorescein Diacetate

FFA : Free Fatty Acids

GH : Growth Hormone

GIP - Gastrointestinal Peptide

GLP : Glucagon Like Peptide

GLUT : Glucose Transporter

HB-EGF : Heparin-Binding EGF-Like Protein
HCI - Hidroklorik Asit
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: Human Leukocyte Antigen
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: Nuclear Factor Kappa B
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: Non-Obese Diabetic
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: Propidium lodide
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: Prolactin

: Pancreatic Stone Protein

: Pancreatic Thread Protein

: Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (NF-kB) Ligand
: Retinoblastoma

: Receptor Interacting Protein-1

: Revolutions Per Minute

: Roswell Park Memorial Institute Medium

- Standard Error of Mean

: Small Interfering Ribosomal Nucleotide Acids

: Soluble TRAIL
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TRAIL : TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TRAIL-R : TRAIL Reseptorii

Ub - Ubiquitin

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

Xiv



Sekil

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.

4.1.
4.2.
4.3.
44,
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14.
4.15.

4.16.
4.17.
4.18.
4.19.
4.20.

SEKILLER DiZIiNi

Sayfa
Pankreas kesiti 3
Beta hiicre kitlesinin dinamik yapisini gésteren sema 5
TRAIL reseptorleri 9
TRAIL 1 apoptotik sinyal yolag: 10
TRAIL’1n NF-kB aracili sinyal yolagi 11
TRAIL 1 apoptoz dis1 sinyal yolagi 12
TRAIL tedavisi ve TRAIL yoksunlugunun diyabet tizerindeki
sistemik etkileri 15
Sigan pankreatik adaciklari 27
Primer adacik hiicre kiiltiirii 28
pLL kapl kiiltiir kaplarinin kullanilmasi 29
Adacik hiicre kiiltiiriindeki hiicre popiilasyonlari 30
Primer adacik hiicrelerinin apoptoz oranlari 31
Primer adacik hiicrelerinde 6lii hiicre oranlar 32
Primer adacik hiicrelerinin canlilik/proliferasyon grafigi 33
Primer adacik beta hiicrelerinin proliferasyon orani 34
Primer adacik hiicrelerindeki TRAIL sentezi 35
sTRAIL’1n Min6 beta hiicreleri tizerindeki etkisi 36
Min6 beta hiicrelerinin canlilik/proliferasyon orani 37
sTRAIL 1 Min6 hiicre proliferasyonu iizerine etkisi 38
AS549 hiicrelerinin STRAIL ile muamele edilmesi 39
Hiicrelerdeki TRAIL sentezi 40
TRAIL gen aktarimi sonrasinda Min6 hiicrelerindeki TRAIL
sentezi 41
TRAIL gen aktarimimin Min6 hiicreleri tizerindeki etkisi 41
AdTRAIL transdiiksiyonunun A549 hiicreleri lizerindeki etkileri 42
Min6 hiicrelerindeki TRAIL ve reseptor sentezi 43
STRAIL muamelesinin ERK fosforilasyonu iizerine etkisi 44
STRAIL muamelesinin p38 ve Akt fosforilasyonu tizerine etkisi 45

XV



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge

2.1. Beta hiicre kitlesini etkileyen hormonlar, biiylime faktorleri
ve diger faktorler.

XVi

Sayfa



GIRIS ve AMAC

Diyabet diinya capinda goriilen en yaygin kronik hastaliklardan biridir.
Diyabetli hasta sayisi, giiniimiiziin yasam kosullar, fiziksel aktivitenin gilinliik
yasamda yeterince yer almamasi ve son yillarda obezitede gézlenen artis ile birlikte
gittikce artmaktadir. Hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet’te, insiilin iireten pankreatik
beta hiicre kitlesinin hastalik slirecinde giderek azaldigi goriilmektedir. Bu nedenle,
fonksiyonel beta hiicre kitlesini artirmaya yonelik yeni/destekleyici tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi her iki tip diyabet i¢in de fayda saglayacaktir. Azalan
beta hiicre kitlesinin telafi edilmesine yonelik gelistirilen deneysel yontemler, in vitro
ve in vivo ¢alismalarda genellikle beklenen etkinligi gésterememistir.

Diyabet siirecinde azalan beta hiicre kitlesinin yerine konulmasi i¢in
disliniilen  stratejilerden  biri, endojen beta hiicrelerinde proliferasyonun
indiiklenmesi ve boylece beta hiicre kitlesinin artirilmasidir. Yetigkin bireylerde
pankreatik beta hiicrelerinin ¢ok yavas da olsa kendilerini yenilediklerine dair
bulgular mevcuttur. Beta hiicrelerinin ¢ogalmasini saglayacak molekiillerin
bulunmasi ve bu molekiillerin etkinlik derecelerinin ve mekanizmalarinin agiga
cikarilmasi, diyabete yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesi agisindan
Oonemlidir.

Calismamizda, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)
molekiiliiniin pankreatik beta hiicreleri tlizerinde muhtemel proliferatif etkisi
olabilecegini hipotez ettik. TRAIL ilk tanimlandiginda kanser hiicrelerinde 6liimii
tetikleyen bir protein olarak 6nem kazanmis ve kanser hiicre biyolojisi alaninda
TRAIL ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir. Fakat TRAIL 1n kanser hiicrelerindeki
apoptotik etkisi yaninda, drnegin vaskiiler endotel hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde proliferatif etkisi oldugu daha sonra yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir.
Ayrica TRAIL’in kanser disinda, ateroskleroz, diyabet, obezite gibi bagka
hastaliklarda da 6nemli roller iistlendigi diisiiniilmektedir. Bu bulgular 1s18inda bu
calismadaki amacimiz, TRAIL molekiiliiniin pankreatik beta hiicreleri iizerindeki
biyolojik etkisini tanimlamak ve muhtemel proliferatif etkisini test etmekti.



GENEL BiLGILER

2.1.  Diabetes Mellitus

Diyabet diinya ¢apinda en yaygin goriilen kronik hastaliklardan biridir.
Degisen yasam kosullar, fiziksel aktivitenin azalmasi ve obezitenin artmasiyla
birlikte diyabetli hasta sayist da giderek ¢ogalmaktadir. 2010 yili tahminlerine gore
tiim diinyada yaklasik 285 milyon diyabet hastasi oldugu ve 2030 yilinda bu sayinin
439 milyona ulasacagi distiniilmekteydi [1]. Ancak son verilere goz Oniine
alindiginda, 2030 yilinda diyabetli hasta sayisinin 550 milyondan fazla olacagi
tahmin edilmektedir [2]. Tirkiye’deki diyabet hastasi sayisinin ise yaklasik 3,7
milyon oldugu ve bu saymin 20 yil sonra 6,3 milyona ulagsacag1 tahmin edilmektedir.
Tiirkiye’deki diyabet prevalansi yaklasik %7,4 olarak bildirilmektedir [1, 3].

Diyabet pankreasin gorevini yerine getirememesi sonucu gelisen bir
hastaliktir. Pankreas, besinlerin sindirimi ve glukoz homeostazinin kontrol
edilmesinde 6nemli bir organdir. Ekzokrin ve endokrin dokular olmak {izere iki farkli
yapt igerir. Pankreasin biiyiikk bir kismint ekzokrin doku olusturur (Sekil 2.1).
Ekzokrin dokunun i¢inde pankreatik kanal hiicreleri ve kanalin etrafin1 ¢evreleyerek
salgiladig1r pankreatik enzimlerle barsaklarda sindirimin gergeklesmesini saglayan
asinar hiicreler yer alir. Endokrin doku ise, ekzokrin dokunun igine dagilmis sekilde
“Langerhans adaciklar1” olarak bilinen hiicre kiimelerinden olusur. Bu endokrin
kisim pankreasin ancak %2’lik kismini olusturur. Her bir Langerhans adacigi bes
farkli hiicre tipi igerir. Bu hiicreler insiilin sentezleyen 3 hiicreleri (yaklasik %70-80),
glukagon sentezleyen o hiicreleri (yaklasik %15-20), somatostatin sentezleyen 6
hiicreleri (yaklasik %5), pankreatik polipeptid igeren y hiicreleri (yaklasik %]1), ve
ghrelin igeren & hiicreleridir (genelde <%1) [4]. Bu hiicrelerden sentezlenen
hormonlar kan damarlar1 araciligiyla dolasima verilir ve dolasimdaki glukoz
seviyesinin belirli bir aralikta tutulmasini saglar [5, 6].
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Sekil 2.1. Pankreas kesiti. Pankreasin biiyiik bir kismi ekzokrin dokudan olusur. Ekzokrin dokunun
icinde pankreatik kanal hiicreleri ve kanalin etrafin1 saran asinar hiicrelerin olusturdugu
“pankreatik asinuslar” yer alir. Asinar hiicreler pankreatik kanallara enzim salgilayarak
sindirime yardimci olurlar. Ekzokrin dokunun igine dagilmis sekilde “Langerhans
adaciklar1” olarak bilinen endokrin hiicre kiimeleri yer alir. Langerhans adaciklarindan
sentezlenen hormonlar kan damarlari araciligiyla dolagima verilir [5].

Diyabetin tip 1 ve tip 2 olmak iizere baslica iki ana tipi vardir. Tip 1 diyabet
(T1D) pankreatik beta hiicrelerine karsi gelisen otoimmiin saldir1 sonucu beta
hiicrelerinde apoptoz gozlenir ve insiilin yetersizligine bagl olarak diyabet gelisir.
T1D, diyabetin immiin aracili formudur. Adacik otoantikorlarinin varligr en iyi
sekilde, insiilitis (adaciklarin immiin sistem hiicreleri tarafindan kusatilmasi ve iggal
edilmesi) ve spesifik olarak adacik beta hiicrelerinin yikimi ile karakterize edilir.
Bunun yani sira, spesifik HLA (insan lokosit antijeni) alelleri ile iliskilidir ve hastalik
ilerledikce insiilin yetersizligi gittik¢e siddetlenir. Tip 2 diyabet (T2D) ise glukoz
intoleransimna genetik yatkinligin yanisira, sagliksiz yasam tarzi ve c¢evresel
faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir. T2D’te hastalarda baslangigta insiilin direnci
(obezite, yiiksek yagli beslenme, hareketsizlik, yaglanma ya da genetik temelden
kaynaklanan) gelisir ve arkasindan beta hiicrelerinde fonksiyon kayb1 ve hiperglisemi
gozlenir. Beta hiicrelerinde goriilen fonksiyon bozuklugunu beta hiicre kaybi
izleyebildiginden T2D hastalarinda da beta hiicre olimii gozlenir [4]. Her iki tip
diyabet de, sonugta progresif beta hiicre yikimi ile karakterizedir [7].

2.1.1. Beta Hiicre Kitlesi
Pankreasta yer alan beta hiicrelerinin tamami “beta hiicre kitlesi” olarak
adlandirilir.  Yeterli miktarda beta hiicre kitlesinin varli§i normal glukoz



homestazinin saglanmasi acisindan olduk¢a Onemlidir. Cerrahi miidahale ile
pankreasi alinan [8] ya da beta hiicre toksini verilerek beta hiicre kitlesi azaltilan [9,
10] deney hayvanlarinda diyabet gelisiminin gozlenmesi, beta hiicre Kkitlesinin
Onemini gostermistir. T1D ve T2D’te goriilen beta hiicre kitlesindeki azalma,
hastalik gelisimine katkida bulunur. Insanlarda beta hiicre kitlesini in vivo olarak
Ol¢ebilen hassas ve spesifik bir yontem olmadigi i¢in, bu konudaki bilgiler kisithdir.
Ancak otopsi ile elde edilen pankreaslarda yapilan g¢alismalar sonucunda, T1D
hastalarmin beta hiicre Kkitlesindeki kayip oranmmin yaklagik %70-100 oldugu
gozlenmis, T2D hastalarinda ise bu oranin %0-65 arasinda oldugu goriilmiistiir [11].

2.1.2. Beta Hiicre Kitlesinin Telafisi Miimkiin Miidiir?

Hem TID hem de T2D’te azalan beta hiicre kitlesinin kaybindan dogan
komplikasyonlarin telafi edilmesine yonelik farkli tedavi yontemleri gelistirilmistir
[12]. Fakat bu tedavi yontemlerinin ¢ogu zaman yetersiz kaldigi bilinmektedir.
Ornegin, beta hiicre kaybi nedeniyle ortaya ¢ikan insiilin ihtiyaci, disaridan insiilin
enjeksiyonu ile karsilanmaktadir. Fakat bu tedavi yonteminin, kan glukozunun hayat
boyu siki takibini ve siirekli insiilin enjeksiyonunu gerektirdigi bilinmektedir. Kan
glukoz seviyesinin gerektigi gibi kontrol edilemedigi durumlarda noéropati, nefropati,
retinopati, kalp hastaliklar1 ve ateroskleroz gibi ciddi komplikasyonlar
goriilebilmektedir [13]. Diyabet tedavisinde uygulanan diger yontemler arasinda,
uygun hastalarda pankreas nakli ve pankreatik adacik nakli yer alir. Tiim pankreas
nakline oranla pankreatik adacik nakli, daha az invaziv cerrahi gerektirmesi ve kan
glukoz seviyesinin normal seviyelerde tutulmasini saglayarak komplikasyonlari
azaltabilmesi a¢isindan iimit verici olsa da, nakil sonras1 graftlarda fonksiyonel
bozukluk ve graft reddi bu yontemin basarisini golgelemektedir [14]. Bunlarin
yaninda, her iki nakil i¢in de organ bagisinin yetersiz oldugu bilinmekte ve nakil
sonrasinda hayat boyu immiin baskilayici ilag kullanimi gerekmektedir [15].

Verici bulma sikintisinin ortadan kaldirmasi amaciyla embriyonik kok
hiicrelerin pankreatik beta hiicrelerine doniistiiriilmesi planlanmis ve bu sekilde elde
edilen beta hiicrelerinin hastalara naklini igeren yeni bir tedavi yaklasimi
tasarlanmistir [16]. Fakat bu tedavi yaklasiminin da yine immun baskilayici ilag
kullanimin1 ~ gerektirecegi acgiktir. Hem immiin baskilayici ilag  kullanimi
gerektirmeyecek hem de verici sikintis1 yasanmayacak alternatif bir tedavi yontemi
olarak indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPS) kullanilma fikri, son yillarda
oldukga ilgi gormiistiir [17]. Bu yontem kisaca, hastalardan alinan fibroblast
hiicrelerine in vitro ortamda pluripotent 6zellik kazandirilmasi ve istenilen hiicre
tipine farklilagsmalar1 saglandiktan sonra hastaya geri nakledilmesini amaglar [18].
Diyabet hastalarindan alinan fibroblast hiicrelerinden iPS hiicreleri basarili bir
sekilde elde edilmis [19, 20] ve farklilagmalari indiiklenerek insiilin iireten hiicrelere
doniistiriilmiistiir [21]. Fakat bu ¢alismalar halen arastirma asamasindadir.

Diyabet hastalarinda azalan beta hiicre kitlesinin yerine konulabilmesi i¢in
diistiniilen alternatif stratejilerden birisi de, endojen beta hiicre kaynaklarinin
rejenerasyonunun tetiklenmesidir. Barsak epiteli gibi yenilenme kapasitesi yiiksek
olan dokularda ya da karaciger gibi hiicre kaybini takiben yeniden hiicre olusumunun



tetiklenebildigi dokularda hiicresel rejenerasyon zaten gergeklesmektedir. Pankreasta
ise beta hiicrelerinin ¢ok yavas da olsa kendilerini yenileyebildiklerine dair bulgulara
rastlanmistir  [22]. Pankreasta beta hiicrelerinin g¢ogalmasini tetikleyebilecek
molekiillerin bulunmast ve ilgili mekanizmalarin aydinlatilmasi, diyabette yeni
tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilmesi ac¢isindan olduk¢a 6nem tagimaktadir.

2.1.3. Beta Hiicre Rejenerasyonu

Endokrin pankreasin gelisimi ve biiylimesi ilizerine pek c¢ok arastirma
yapilmustir. Yine de beta hiicre kitlesinin normal kosullarda ya da diyabet gelisimi
sirasinda nasil degistigi hakkinda bilinmeyen bircok nokta vardir. Embriyonik
gelisim sirasinda beta hiicreleri, neurogenin 3 pozitif onciil hiicrelerinden kdken
alirlar [23, 24] ve hizla ¢ogalarak fetal donemin sonlarina dogru beta hiicre kitlesini
olustururlar [25]. Bu asamada beta hiicreleri “neogenez” yoluyla, yani kanal oncii
hiicrelerinin insiilin salgilayan beta hiicrelerine farklilasmasi yoluyla olusurlar.
Dogumdan sonraki neonatal donemde ise hem neogenez hem de farklilasmis beta
hiicrelerinin replikasyonu yoluyla beta hiicreleri olusur ve beta hiicre kitlesi artmaya
devam eder [26]. Embriyonik ve neonatal donemdeki hizli artigtan sonra, beta hiicre
proliferasyonu postnatal donemde son derece yavaslar [27, 28]. Bu bulgular, yetiskin
pankreatik beta hiicrelerinin kendilerini pek yenilemedigini diislindiirmekteydi. Fakat
rodent [29, 30] ve insan [28] pankreas kesitlerinden elde edilen bilgiler, postnatal
donemdeki beta hiicre kitlesinin viicut agirligi ile dogru orantili olarak yas ilerledik¢e
arttigin1 gostermistir. Beta hiicre kitlesinde goézlenen bu artisin, adacik sayisinin
artmasindan ziyade adaciklardaki beta hiicre sayisindaki artis1  yansittigi
gosterilmistir. Yani postnatal donemde beta hiicre sayisini artiran asil mekanizmanin
var olan beta hiicrelerinin replikasyonu oldugu sonucuna varilmistir [28, 31, 32].
Yetiskin déonemde neogenez, proliferasyon ya da hiicre hipertrofisi (hiicre capinin
biiylimesi) yoluyla yeni beta hiicreleri olusurken, diger taraftan apoptoz ya da beta
hiicre atrofisi (hiicre ¢apinin kii¢iilmesi) yoluyla eski beta hiicreleri 6liir ve bu sekilde
beta hiicre kitlesi ¢ok yavas da olsa yenilenerek dengede tutulur (Sekil 2.2) [30].

Kanal 6ncii

Var olan -hiicrelerinin
hiicrelerden olusan

replikasyonu

yeni [-hiicreleri
~ ()

Cogalan hiicreler ]

L. L — Apoptoz
__, (Hiicre oliimii)

Yasl hiicreler

-Hiicre Popiilasyonu

Sekil 2.2. Beta hiicre kitlesinin dinamik yapisin1 gosteren sema. Beta hiicrelerinin replikasyonu ve
kanal 6ncii hiicrelerinin farklilasmasi sonucu yeni beta hiicreleri olusurken, apoptoz ile
bazi beta hiicreleri 6liir ve bu sekilde beta hiicre popiilasyonu yavagca kendini yeniler
[30].



Yapilan ¢alismalar, yetigkin beta hiicresinin viicudun ihtiyag¢larini
karsilayabilmek ve glukoz homeostazini saglayabilmek icin kitlesini artirdiginm
gostermistir. Ornegin gebelik [33], obezite [34, 35], insiilin direnci [36-38], pankreas
hasar1 [10, 39] ya da kismi pankreatektomi [8] gibi insiiline duyulan ihtiyacin arttig
fizyolojik ya da patolojik durumlarda beta hiicre sayisinin arttig1 gosterilmistir. Beta
hiicre kitlesinin ihtiyaca gore degismesi, aslinda beta hiicre kitlesinin dinamik bir
yapt oldugunu gostermektedir. Ornegin gebelik déneminde, biiyiiyen fetusun
ithtiyacin1  karsilayabilmek i¢in viicudun insiiline olan ihtiyac1 artmaktadir. Bu
nedenle pankreatik beta hiicre kitlesi gebelik doneminde artar ve dogum sonrasi
tekrar eski haline doner [33, 40]. Viicut agirligmin asir1 arttigt obezite gibi
durumlarda, gebelikte oldugu gibi viicudun insiiline duydugu ihtiya¢ artar ve bu
ihtiyac1 karsilayabilmek i¢in beta hiicre kitlesinde de artig goriiliir. Diyabetik
olmayan obez hayvan modellerinden, Zucker fa/fa siganlarda beta hiicre kitlesinin
kontrol siganlara gére dort kat arttigi gdzlenmistir [35]. Insanlarda da ortalama 0,8 gr
olan beta hiicre kitlesinin obez insanlarda 1,2 gr oldugu, dolayisiyla obezitenin beta
hiicre kitlesini %50 oraninda artirdig1 gosterilmistir [41]. Beta hiicre kitlesinin ihtiyag
halinde artmasi “beta hiicre telafisi” olarak tanimlanmistir. Hem gebelik hem de
obezitede eger beta hiicre telafisi yapilamazsa glukoz hemostazi saglanamadigindan
diyabet gelismektedir. Bu nedenle glukoz homeostazinin saglanmasi aslinda beta
hiicre kitlesine bagli bir durumdur. Ornegin dért giin boyunca glukoz infiizyonu
yapilarak kan glukoz seviyesi artirilan (hiperglisemi) sicanlarin pankreaslar
incelendiginde, beta hiicre proliferasyonunun arttig1 ve beta hiicrelerinin genisledigi
(hipertrofi), sonug olarak da beta hiicre kitlesinde artis meydana geldigi bulunmustur
[42]. Yine farelerde de glukoz inflizyonunun beta hiicre replikasyonunu artirdigi
gosterilmistir [43].

2.1.4. Beta Hiicre Proliferasyonunun Genetik Kontrolii

Yetiskin  beta hiicre kitlesinin dinamik olmasinda beta hiicre
proliferasyonunun rolii olduk¢a biiyiiktiir. Fakat simdiye dek beta hiicre
proliferasyonunu kontrol eden genetik mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir.
Beta hiicrelerinde proliferasyona neden olan faktorler, hiicre dongiisiliniin
diizenlenmesini saglayan sinyal yolaklarini kullanmak durumundadir. Bu noktadan
yola cikilarak yapilan ¢aligmalarda hiicre dongiisii diizenleyicileri olan siklin D1/D2
ve CDK4’lin beta hiicre proliferasyonunu tetikledigi [44-46] ve E2F1/2 gibi hiicre
dongiisiiyle iligkili transkripsiyon faktorlerinin beta hiicre proliferasyonu i¢in zorunlu
oldugu gosterilmistir [47, 48]. Diger taraftan p15Ink4b, p18Inkdc ve p27Kipl gibi
baz1 hiicre dongiisii inhibitorlerinin de beta hiicre replikasyonunu baskiladigi
gosterilmistir [49-51]. Bunlarin yani sira, NFAT [52], Menin [53], Irs2 [54], p53 ve
Rb [55] gibi diger genlerin de beta hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir.

2.1.5. Beta Hiicre Proliferasyonunu Tetikleyen Faktorler

Pankreatik beta hiicrelerinden sentezlenen ve proliferasyonu tetikleyen
otonom faktorlerin yani sira dolasimda bulunan sistemik faktorlerin de beta hiicre
replikasyonu iizerinde etkisi oldugunu diisiiniilmektedir [56]. Ornegin glukoz bir beta
hiicre mitojeni olarak tanimlanmaktadir. Dolasimdaki glukoz, glukoz tasiyicist kanal



proteinleri (GLUT) tarafindan hiicre i¢ine alindiktan sonra, glukokinaz enzimi
tarafindan glukoz-6-fosfata donistiiriiliir ve glikolizde kullanilir. Glukokinaz
enziminin genetik olarak baskilandig1 beta hiicrelerinde, glukozun beta hiicrelerinde
proliferasyonu  uyaramadigi  gosterilmistir  [40].  Glukokinaz  aktivitesinin
farmakolojik ajanlar kullanilarak artirilmasi ise beta hiicre replikasyonunu iki kat
artirmistir  [57]. Bu durum, glukozun glikolizde kullanilmasi1 sonucunda beta
hiicrelerinde proliferasyonu sagladigin1 kanitlamaktadir. Bunun yani sira, insiilin,
plasental laktojen, prolaktin gibi bircok hormon beta hiicre kitlesini degistirme
etkisine sahiptir [33, 58]. GLP-1 ve GIP gibi inkretin hormonlar da insiilin salinimini
artirarak beta hiicre replikasyonunu tetikler [59]. Beta hiicre replikasyonu tizerinde
etkisi olan bir¢ok faktor belirlenmistir (Cizelge 2.1) [60].

Cizelge 2.1. Beta hiicre kitlesini etkileyen hormonlar, biiylime faktorleri ve diger faktorler. Tarabra
ve arkadaslarindan alinti yapilmustir [60]. FGF, acidic fibroblast growth factor; CCK,
cholecystokinin; Cx, connexin; HB-EGF, heparin-binding EGF-like protein; HGF,
hepatocyte growth factor/scatter factor; IAPP, islet amyloid polypeptide; IFN,
interferon; IL, interleukin; INGAP, islet neogenesis-associated peptide; NGF, nerve
growth factor; NT-3, neurotrophin-3; PDGF, platelet-derived growth factor; PSP,
pancreatic stone protein; PTP, pancreatic thread protein; SU, sulfonylurea; TGF,
transforming growth factor; TNF, tumor necrosis factor; VEGF, vascular endothelial
growth factor.

Stimiilatorler Inhibitorler
Metabolitler Glukoz, FFA, amino asitler Glukoz, FFA
Sitokinler GH, PRL, PL IL-1, IFNy, TNF-a,
leptin

Biiylime faktorleri | IGF-I, IGF-II, insiilin, TGF-a, HGF
betaseliilin, HB-EGF, aFGF,
VEGF, PDGF, HGF

Plasental Plasental laktojen, Prolaktin

hormonlar

Glukagon ailesi GLP-1, GIP, glukagon

Somatostatin ailesi Somatostatin
CGREP ailesi IAPP/amilin
Gastrin ailesi Gastrin, CCK

TGF-p ailesi Aktivin A TGF-B, follistatin
Norotrofinler NGF, NT-3

Norotransmiterler | Asetilkolin (Nor)epinefrin
Lektinler Reg/INGAP/PSP/PTP

Adhezyon Integrin a6p1, Cx43, Cx36

molekiilleri

flaglar Nikotinamid, SU Diazoxide
Toksinler Streptozotosin, alloxan

Beta hiicre proliferasyonunu tetikleyen molekiillerin diyabet tedavisinde
kullanilma potansiyelleri incelendiginde, pek cogunun ya beta hiicresine 06zgi
olmadig ya da giiclii bir proliferasyon tetikleyicisi olmadig1 goriilmiistiir. Ancak Dr.
Melton ve arkadaglar1 tarafindan, 2013 yili i¢inde yayinlanmis bir c¢aligmada,
“betatrofin” isimli molekiilin beta hiicrelerine 6zgli ve giglii proliferasyon



yapabilme 6zelligi tammlanmustir [61]. Farelere “betatrofin” verildiginde beta hiicre
proliferasyonunun kontrol grubuna kiyasla ortalama 17 kat arttigi, hatta baz
farelerde bu artisin 33 kat oldugu gosterilmistir. Bu kadar giiglii proliferasyon
yapabilen bu molekiil, insanda karaciger tarafindan sentezlenmektedir. Fakat
insanlarda betatrofinin beta hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi gosterilememistir.

Calismamizda, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand’in (TRAIL)
pankreatik beta hiicreleri lizerinde muhtemel proliferatif etkisi olabilecegini hipotez
ettik. TRAIL ilk kesfedildiginde kanser hiicrelerini Oldiiren bir protein olarak
tamimlanmis [62] ve kanser hiicre biyolojisi alaninda TRAIL ile ilgili pek ¢ok
aragtirma yapilmigtir. Fakat TRAIL 1n kanser hiicreleri disindaki normal hiicrelerde,
ornegin vaskiiler diiz kas hiicreleri [63], vaskiiler endotel hiicreler [64] ve romatoid
artrit sinoviyal fibroblastlarda [65] proliferatif etkisi oldugu daha sonra yapilan
calismalarla gosterilmistir. Ayrica TRAIL’mn kanser disinda, ateroskleroz [66],
diyabet [67], obezite [68] gibi baska hastaliklarda da Onemli roller istlendigi
diistiniilmektedir [69].

2.2.  TRAIL ve TRAIL Reseptorleri

TNF-ligand ailesinin bir {iyesi olarak tanimlanan TRAIL (Apo2L, TNFSF10,
ya da CD253 olarak da bilinmektedir), hiicre membraninda yer alan bir tip II
membran proteinidir. TRAIL, sistein proteazlar ve matriks metalloproteinaz-2
(MMP-2) tarafindan kesildiginde, hiicre membranindan ayrilir ve ¢oziilebilir TRAIL
(sTRAIL) olarak dolasima gecer. TRAIL, membrana bagh ya da ¢oziilebilir formda,
bir¢ok tiimdr ve kanser hiicre tipinde apoptozu baslatma yetenegine sahiptir [62].

TRAIL’1n hiicre i¢ine sinyal iletimini saglayan dort farkli transmembran
reseptorii, bir de coziilebilir reseptorii vardir. Transmembran reseptorlerden ikisi
6lim domaini iceren DR4 (TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2), diger ikisi ise yalanci
reseptorler olan DcR1 (TRAIL-R3) ve DcR2’dir (TRAIL-R4). TRAIL’m
baglanabildigi ¢oziilebilir reseptor ise osteoprotegerindir (OPG). Oliim reseptorleri
sitoplazmik kisimlarinda 6liim domaini tasirlar ve apoptoz sinyalinin gonderilmesi
icin bu domainlerini kullanirlar. Yalanci reseptorlerde ise 6liim domaini ya yoktur ya
da kesilmis halde bulunur. Bu nedenle, TRAIL yalanci reseptdrlerine baglandiginda
hiicre i¢ine apoptoz sinyali iletilmez. OPG de bir yalanci reseptordiir ve TRAIL 1n
coziilebilir formda bulunan tek reseptoriidiir. TRAIL diger reseptorlerine oranla
OPG’ye daha az baglanir. OPG ayn1 zamanda osteoklast gelisiminde gorevli olan
RANKL’mn [Activator of Nuclear Factor-kB (NF-kB) Ligand] da reseptorii olarak
gorev yapar [70].

Farelerde de bes TRAIL reseptorii tanimlanmistir. Bunlar; mDRS, mDcR1,
mDcR2, mDcR2S ve OPG’dir. Bu reseptorlerden sadece mDRS 6liim domaini igerir
ve insanlardaki DR4 ve DRS ile yaklasik %60 dizi benzerligine sahiptir. Bunun
disinda, insanlardaki DcR1 ve DcR2 ile benzerlik gosteren iki tane de yalanci
reseptor tanimlanmistir. Bu yalanci reseptorlerden birinin ¢oziilebilir formu da
bulunmaktadir. Dolayisiyla fareler, OPG ile beraber toplamda iki adet ¢oziilebilir
TRAIL reseptoriine sahiptir (Sekil 2.3.) [71].
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Sekil 2.3. TRAIL reseptérleri. insanda ve farede bulunan TRAIL reseptorleri [71].

2.2.1. TRAIL Sinyal Yolag

2.2.1.1. TRAIL’1n Apoptotik Rolii

TRAIL, 6liim reseptorlerine baglandiginda hiicre i¢ine apoptoz sinyali iletilir.
Sekil 2.4’te TRAIL araciligiyla tetiklenen apoptoz yolagi resmedilmistir [69].
TRAIL molekiiliiniin DR4 ya da DRS ile baglanmasinin ardindan trimerizasyon
gerceklesir ve reseptoriin hiicre iginde kalan kisminda DISC (death-inducing
signaling complex) adi verilen protein kompleksi olusur [72]. Bu protein
kompleksinin i¢inde FADD (Fas-associated death domain) ve apoptoz baslaticisi
olan kaspaz 8 bulunur. Kaspaz 8’in olmadig1 durumlarda kaspaz 10 bu kompleksin
iginde yer alabilir ve apoptoz sinyalini baslatabilir [73]. Kaspazlarin DISC yapisina
katilmasi ve aktiflesmesi sonucunda, diger kaspazlarin aktivasyonu ile dis apoptotik
yolak baglar. Aym1 zamanda proapototik protein olan BID’in (BH3 interacting-
domain) kesilmesiyle mitokondri iizerinden de i¢ apoptotik yolak baslatilarak
apoptoz sinyali daha da giiglendirilir [69].
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Sekil 2.4. TRAIL’1n apoptotik sinyal yolagi. TRAIL 1n baslattig1 ve hiicreyi 6liime goétiiren sinyal
yolagi. TRAIL, hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine baglandiktan sonra, reseptoriin
hiicre iginde kalan kismindaki FADD, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile bir araya gelerek
DISC yapisin1 olusturur. Kaspaz 8 ve kaspaz 10’un kesilmesi ile kaspaz aktivasyonu
gergeklesince hiicre 6liim islemi baglatilir. Kaspaz 8 diger taraftan BID’i keser ve kesilen
BID mitokondriye gegerek, mitokondriyel i¢ yolagin aktivasyonunu ve apoptozu tetikler
[69].

2.2.1.2. TRAIL’1n Apoptoz Dis1 Rolii

TRAIL’1n farkli fonksiyonlarin arastirildigi ¢alismalarda, TRAIL 1n anti-
apoptotik fonksiyonunun da oldugu, hatta bazi tiimérlerde anti-apoptotik etki
gosterip tiimor hiicrelerinin  sagkalimimni/proliferasyonunu dahi tetikleyebilecegi
gosterilmistir [74]. Ornegin B hiicreli kronik lenfositik 16semide (B-KLL), 16semi
hiicreleri iizerinde normal lenfositlere oranla daha fazla TRAIL sentezlendigi
gozlenmis, bunun sonucunda B-KLL hiicrelerinin bir kisminin yagam siiresinin
uzadigi ileri siiriilmiistiir [75, 76].

TRAIL reseptorlerinin yarattigi sinyal iletim sistemi, FADD ile baglanan
diger oliim reseptorleri gibi karmasiktir. TRAIL, reseptoriine baglandiktan sonra
hiicrelere apoptoz sinyalinin yani sira, sagkalim ve ¢ogalma sinyalleri de iletilebilir.
Bu sinyaller, 6liim reseptorleri lizerinden NF-kB, MAP kinaz (MAPK) ve Akt
aktivasyonu ile gerceklesir. TRAIL molekiilii hiicre yiizeyindeki reseptoriine
baglandiginda, hiicre i¢inde DISC olusumunu takiben “ikincil yap1” adi verilen yap1
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olusur. Ikincil yapryr olusturan molekiiller, FADD ve kaspaz 8/10 igeren DISC
yapisi, TRADD (TNF receptor associated DD), TRAF2 (TNF receptor-associated
factor-2) ve RIP1 (receptor interacting protein-1) adli proteindir. ikincil yapida yer
alan RIP1 proteinine, cIAP’ler (cellular inhibitors of apoptosis proteins) tarafindan
coklu ubiquitin zinciri takilir ve bu proteinler c¢oklu ubiquitin zincirine sahip
olduktan sonra TAKL [transforming growth factor (TGF) b-activated kinase-1] ile
baglanabilir. RIP1’in TAKI1 ile baglanmasi sonucunda, TAK1 IKK’lerin (inhibitor of
IkB kinase) aktivasyonunu saglar. Aktif konuma gegen IKK, NF-kB molekiiliiniin
sitoplazmada tutulmasini saglayan IkB molekiiliiniin 48. lizin amino asidine ¢oklu
ubiquitin zinciri baglamak suretiyle proteozomal yikimma neden olur. IkB
molekiiliintin yikimi sonucu NF-kB sitoplazmada serbest kalir ve serbest kalan NF-
kB molekiilii ¢ekirdege go¢ eder (Sekil 2.5) [69].

TRAIL reseptor
kompleksi
Sitoplazma
TRADD
ikincil ve/veya clAP’lar tarafindan
FADD A
yapi : poliubiquitinlenme i
RIP1 | TRAF{J — RIP1 LEAFZ
Y &b R )
IKKo/B
Pro kaspaz 8/10 /
( IKB_>
/ Cekirdege
Polizomlarda l lragy goc
yikim Cekirdek
| NF-xB I -
Sagkalim/Cogalma
genlerinin aktivasyonu

Sekil 2.5. TRAIL’1in NF-kB aracili sinyal yolagi. TRAIL, reseptorii ile baglandiktan sonra ikincil
yapinin olusumuna neden olur. ikincil yap1; DISC ile beraber TRADD, prokaspaz 8/10,
TRAF2, RIP1, IKKa, IKKB ve IKKy molekiillerini igerir. RIP1 molekiiliiniin ¢oklu
ubiquitin ile baglanmasinin ardindan TAKI1 molekiili aktif hale gelir ve IKK
molekiillerini fosforilleyerek NF-kB aktivasyonu saglar. Aktiflesen NF-kB ise ¢ekirdekte
hiicre sagkalimini saglayan genlerinin sentezlenmesine onciiliik eder [69].

TRAIL’1in reseptoriine baglanmasini takiben ERK (extracellular signal-
regulated kinase), JNK (c-Jun N-terminal kinase), ve p38 kinazin da ig¢inde
bulundugu MAP kinazlar aktive olabilirler (Sekil 2.6) [69]. Bunun yani1 sira TRAIL,
PI3K aktivasyonu yoluyla Akt fosforilasyonunu tetikleyebilir. Bu kinazlarin
aktivasyonu i¢in ikincil sinyal kompleksinin tiim elemanlarina ihtiya¢ olup olmadig:
bilinmemektedir. Ancak bu yolaklar arasinda etkilesim oldugu kesindir. Ornegin,
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TRAIL sayesinde fosforillenen ve aktiflesen Akt aslinda ERK bagimhidir [64]. Aktif
hale gecen Akt, NF-kB aktivasyonu yapabilir ve bu aktivasyon sagkalim ve
¢ogalmanin yani sira hiicre Oliimiinii de baslatabilir. Bu nedenle TRAIL sinyal
yolagimin ikincil yap1 aracili aktivasyonu sadece hiicre sagkalimi ile sinirli degildir.
Ayni zamanda apoptoz gibi diger hiicresel olaylar1 da yonetebilir [77, 78]. Fakat
sinyal yolagindaki molekiillerin birbirleriyle etkilesimleri hala tam olarak
belirlenememistir.

TRAIL reseptor
kompleksi

\
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IKKy J \ \\
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p38 ;
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=
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Sekil 2.6. TRAIL’1n apoptoz dis1 sinyal yolagi. TRAIL tarafindan baslatilan ikincil yapi, PI3K ve
MAPK sinyal yolaklarini tetikleyebilir, bu da hiicre sagkalimi ve ¢ogalmasi ile ilgili
genlerin sentezini saglayabilir [29].

2.2.2. TRAIL’in Saghkh Hiicreler Uzerindeki Etkisi

TRAIL’ 1n fonksiyonu iizerine yapilan ¢aligsmalar, TNF ailesi liyesi olan diger
6lim ligandlarindan farkli olarak iki 6nemli 6zelligini ortaya koymustur: Birincisi,
malignansilere kars1 dogal immun sistemin kullandig1 silahlardan biri olarak kabul
edilen bu molekiiliin, kanser hiicrelerinde secici olarak apoptozu indiiklerken normal
hiicrelerde genel olarak apoptotik etki gostermemesidir. TRAIL’ I bu ozelligi,
kansere karsi gelistirilebilecek yeni terapotik stratejiler acisindan biiyiik bir umut
kaynag1 olmustur ve bu alanda bir¢ok arastirma yliriitiilmektedir.

TRAIL’1n TNF siiper ailesinin diger iiyelerinden farkli olan ikinci bir 6zelligi
ise, diger apoptotik molekiillerin ekspresyonlar1 siki regiilasyon altinda tutulup
sadece gegici olarak ifade edilirken, TRAIL ligand ve reseptorlerinin normal
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dokularin biiyiik cogunlugunda eksprese ediliyor olmasidir. Bu durum, bu molekiiliin
heniiz tanimlanmamus farkli rolleri olabilecegini akla getirmektedir [79].

Nitekim, TRAIL 1n, primer insan vaskiiler endotel hiicrelerinde (HUVEC)
proanjiyogenik etki gosterdigi belirlenmistir. Simdiye kadar en iyi tanimlanmis
anjiyogenik faktorlerden biri olan VEGF ile karsilastirildiginda, TRAIL’1n
endotelyal hiicre gogiinde ve yeni damar olusumda VEGF kadar olmasa da belirgin
bir etkisinin oldugu gdsterilmistir. TRAIL’1n HUVEC hiicreleri {izerindeki bu
proanjiyogenik etkisini ise ERK1/2 iizerinden gergeklestirdigi belirlenmistir [80].
Onceleri TRAIL, ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyebildigi icin anti-
kanser ilac1 olarak diisiiniilse de, bu ¢alisma ile TRAIL 1n beklenmedik anjiyogenik
etkisinin gosterilmesi dikkatleri farkli bir yone g¢ekmistir. Aymi g¢alisma ekibinin
yaptig1t diger bir calismada, yine TRAIL’mn primer vaskiiler endotel hiicrelerde
proliferasyonu tetikledigi gosterilmistir. TRAIL’1mn hiicrelerde proliferasyonu
tetiklerken kullandig1 sinyal yolaklarinin belirlenmesi i¢in aktive olmasi muhtemel
olan kinazlarin fosforilasyon ve aktivasyon diizeylerine bakildiginda, TRAIL 1n p38,
JNK ve NFkB iizerinden degil de ERK1/2 ve Akt iizerinden bu etkiyi yarattig
belirlenmistir. Inhibitér kullanilarak ERK 1/2 aktivasyonu engellendiginde TRAIL 1n
aynt hiicrelerde proliferasyonu saglayamadigi belirtilmistir. Benzer sekilde Akt
aktivasyonu engellendiginde ise hiicrelerde apoptozun tetiklendigi gosterilmistir
[64]. Sonug olarak TRAIL’mn, primer vaskiiler endotel hiicrelerde ERK yolagi
tizerinden proliferasyonu saglarken, Akt yolagi iizerinden de bu hiicreleri apoptozdan
korudugu disiintilmektedir. Diger taraftan, endotel hiicrelerin normalde TRAIL
aracili apoptoza direngli oldugu bilinmektedir. Endotel hiicre yiizeyinde eksprese
edilen DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin de endotel hiicreleri TRAIL aracili
apoptozdan koruyan etmenlerden oldugu diistiniilmektedir [81].

TRAIL’1n endotel hiicre fizyolojisinde Onemli rol oynayabileceginin
gosterilmesinin ardindan, bu molekiiliin ayn1 zamanda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
de olumlu etkileri oldugu gdzlenmistir. Ornegin, TNFa (tumor necrosis factor-a),
interlokin-1p ve interferon-y gibi pro-inflamatuar sitokinlerin neden oldugu ya da
uzun siireli serumsuz ortamin tetikledigi apoptotik etkiye karsi, TRAIL vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde sagkalimi indiiklemistir. TRAIL 1n vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
ayn1 zamanda hiicre gogiinii de sagladigi gosterilmistir. TRAIL 1n bu etkilerini ERK
ve Akt fosforilasyonu yaparak gergeklestirdigi gozlenmistir. ERK yolunun
farmakolojik inhibitorler kullanilarak baskilanmasi durumunda, TRAIL 1n yarattig
etkilerin de baskilandigr goriilmiistir [82]. Bunun yaninda, diisiikk dozlarda
kullanildiginda (1 ng/ml) ¢6ziilebilir TRAIL molekiiliinlin primer insan vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde NF-kB aktivasyonunu, IGF1R ekspresyonunu ve yine
proliferasyonu indiikledigi bildirilmistir [83].

TRAIL’in primer vaskiiller endotel hiicrelerde ve wvaskiiler diiz kas
hiicrelerinde c¢ogalmay1 tesvik edici etkisinin gosterilmesi lizerine diger saglikli
hiicreler tizerindeki etkileri de merak konusu olmustur. Simdiye kadar yapilan
calismalarda TRAIL’in pankreatik beta hiicreleri lizerindeki etkisi tam olarak
acikliga kavusturulamamistir. TRAIL’in pankreatik beta hiicrelerinde apoptoza
neden olmadigi yoniinde bilgiler bulunmakla birlikte [84, 85], aksinin gosterildigi
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calismalar da vardir [86]. Genel olarak, TRAIL’1n diyabet gelisiminde de 6nemli rolii
olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

2.2.3. TRAIL’1n Diyabetteki Rolii

TRAIL’1n diyabet gelisimindeki etkisi ilk olarak Tip 1 Diyabet (T1D) hayvan
modellerinde tanimlanmistir. T1D’te gelisen otoimmiin saldirilar sonucunda
pankreatik beta hiicreleri apoptoz ile yikilir. Bu yikimdan baslica sorumlu
hiicrelerden biri de sitotoksik T hiicreleridir. Bu hiicreler, Fas ve TNF reseptorleri
tizerinden beta hiicrelerine apoptoz sinyali gonderirler. Pankreasa niifuz eden T
hiicreleri ve makrofajlar, bulunduklar1 ortama TNFo ve interferon-y gibi
proinfamatuar sitokinler salgilayarak beta hiicre yikimimin siddetlenmesi saglarlar
[87]. TID hastalarinin pankreaslar1 incelendiginde pankreatik adaciklarda TRAIL
sentezinin oldugu, fakat saglikli insanlarin pankreatik adaciklarinda TRAIL
sentezinin olmadigi gosterilmistir [88]. T1D hastalarindan alinan T hiicrelerindeki
TRAIL sentezinin de beta hiicre antijeni ile uyarildig1 zaman arttig1 gosterilmistir. Bu
sonuglar, pankreastaki TRAIL sentezinin ana kaynaginin T hiicreleri oldugunu
diisiindiirse de, aslinda pankreatik adaciklar ve beta hiicre hatlarinda da TRAIL
sentezi vardir [86]. Sonug¢ olarak, TRAIL’1n hem pankreatik adaciklarda hem de T
lenfositlerde sentezinin oldugunun gosterilmesi, TRAIL’1in T1D gelisiminde goriilen
beta hiicre yikim siirecinde gorev aldigina isaret etse de, TRAIL’in yikimi
hizlandirict yonde mi yoksa beta hiicrelerini yikimdan koruyucu yonde mi etki ettigi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle TRAIL i tip 1 diyabetteki rolii
tartismalidir.

Son zamanlarda TRAIL’in Tip 2 Diyabet gelisiminde de onemli roli
olabilecegine dair veriler elde edilmistir. T2D’in giderek yayginlastigi da
diistiniildiigiinde, hastaligin mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik her yeni bulgu
onem kazanmaktadir. Dolagimdaki TRAIL seviyesinin yeni tani alan T2D
hastalarinda azaldigi, 6 aylik diyabet tedavisi sonrast 6nemli oranda yiikseldigi
gozlenmis, dolasimdaki TRAIL seviyesinin T2D’te endotel fonksiyon agisindan
koruyucu olabilecegi ileri stiriilmiistiir [89, 90]. Her iki diyabet tiiriinde de beta hiicre
kitlesinde farkli mekanizmalar aracilifiyla da olsa azalma goriilebildiginden,
TRAIL’1n beta hiicreleri lizerindeki roliinlin tam olarak aydinlatilabilmesi, hastaligin
mekanizmasinin daha iyi anlagilabilmesi yoniinde 6nemli bilgiler saglayabilecektir.

TRAIL’in beta hiicreleri iizerinde yikici rol oynayabilecegine yonelik
bulgularin olmasimnin yani sira beta hiicrelerini koruyucu bir rol iistlenmis
olabilecegine isaret eden bulgular da vardir. Ornegin gurubumuzun yaptigi bir
calismada, insan pankreasinda yiiksek seviyede TRAIL sentezinin olmasi, beta hiicre
olimii ile iliskili bulunmustur [91]. Yine grubumuzun bir ¢alismasinda NOD
farelerde Streptozotosin (STZ) ile hizlandirilan diyabette, yikict insiilitis gelisimine
paralel olarak pankreatik beta hiicrelerinde TRAIL sentezinde Onemli artis
gbzlenmistir [92]. Mi ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada da, NOD farelerin pankreatik
adaciklarinda TRAIL sentezinin diyabet gelistikten sonra arttigi gosterilmistir [84].
Bahsedilen tiim bu ¢alismalardaki bulgular, ilk bakista TRAIL’1n beta hiicrelerindeki
apoptotik oliimlere aracilik ediyor olabilecegi seklinde yorumlanabilecekken, aslinda
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TRAIL miktarmin 6zellikle yikici instilitis siirecinde, istilact sitotoksik T lenfositlere
kars1 aktive edilen bir savunma mekanizmasinin bir parcasi olabilecegine de isaret
etmektedir.

TRAIL’in TI1D gelisiminde olumlu etkilerinin oldugu, TI1D hayvan
modellerinde yapilan calismalarla gosterilmistir. Ornegin, TRAIL-yoksun farelere,
beta hiicre toksini olarak bilinen ve hayvanlar1 diyabet yapmak icin siklikla
kullanilan STZ enjekte edildiginde, diyabet gelisiminin yabanil tip farelere gore daha
kisa siirede oldugu gozlenmistir [67]. TRAIL-yoksun farelerin pankreatik
adaciklarina daha fazla 1okositin niifuz ettigi ve daha siddetli adacik yikiminin
gerceklestigi gosterilmistir. Yine aymi ¢alismada kendiliginden diyabet gelistiren
NOD farelere TRAIL’in fonksiyonunu bloke etmek amaciyla soluble DRS5
enjeksiyonu yapildiginda, NOD farelerin daha erken donemde ve daha yiiksek
oranda diyabet gelistirdigi gosterilmistir [67]. Sonu¢ olarak TRAIL yoklugunun ya
da TRAIL fonksiyonunun baskilanmasinin diyabet gelisimini hizlandirdigi
gosterilmistir. Bu c¢alismay1 destekler nitelikteki bagka bir c¢alismada, STZ
enjeksiyonu ile diyabet yapilan hayvanlara TRAIL enjeksiyonu (5 giin boyunca, 20
ug/giin) yapildiginda, hipergliseminin azaldigi, pankreatik adaciklarin kismen
korundugu ve sistemik ve pankreatik yangi molekiillerinin daha az sentezlendigi
gosterilmistir [93]. Yine benzer bir ¢alismada, kendiliginden diyabet gelistiren NOD
farelere adenoviral vektorlerle TRAIL geni aktarildiginda, diyabet insidansinda
azalma oldugu rapor edilmistir [94]. Bu bulgular TRAIL varliginin diyabet
gelisiminde koruyucu yonde etkisi olduguna isaret etmektedir.

TRAIL tedavisi TRAILyoksunlugu
Glukoz emiliminde iyilesme Glukoz toleransinda bozulma
insiilin duyarliiginda iyilesme Hiperglisemi
& Rren A Diyabet B ®IE -
Hiperinsilineminin azalmasi Hipoinsilinemi
Uzun siire normoglisemi Beta hiicre fonksiyon bozuklugu

Sekil 2.7. TRAIL tedavisi ve TRAIL yoksunlugunun diyabet tizerindeki sistemik etkileri [69].

Grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada, adenoviral vektorlerle TRAIL
geni aktarilan pankreatik adaciklar diyabetik si¢anlara nakledilmis ve nakil sonrasi
graftlarin sagkalim siiresinin kontrol graftlara gére daha uzun oldugu gézlenmistir
[95]. TRAIL’1in T1D’teki roliine yonelik olarak grubumuzun bir baska bulgusu, NOD
farelerde diyabeti hizlandirict ajan olarak kullandigimiz Siklofosfamid’in, hastaliga
yol agma siirecinde TRAIL ligandim1 da c¢ok giiclii oranda baskiladiginin
goriilmesidir [92]. Siklofosfamid, normalde immun reaksiyonu baskilayici etki
gosteren Treg hiicrelerini baskilayarak T1D gelisimine yol acar. Siklosfamid’in
bugiine kadar bilinmeyen bu etkisi ve tiim diger bulgular, TRAIL’1n pankreatik beta
hiicreleri tizerindeki, dolayisiyla T1D’teki koruyucu roliine isaret etmektedir.
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2.2.4. TRAIL ve Reseptor iliskisinin Onemi

TRAIL’1n normal ve kanser hiicrelerindeki farkli biyolojik etkilerini
(apoptoz, sagkalim, proliferasyon) gerceklestirebilmesinde, hiicre yiizey
reseptorlerinin  ekspresyon profilinin 6nemi bircok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir. Biz de calismalarimizda Ozellikle hiicre ylizeyindeki yalanci
reseptorlerin ekspresyon oranlarinin kanser hiicrelerinde TRAIL direngliligine neden
olabilecegini gosterdik. Yalanci reseptorlerden biri olan DcR2, siRNA kullanilarak
bloke edildiginde TRAIL’1n hiicrelerde apoptozu tetikleyebildigini gozledik [96, 97].

TRAIL ve reseptor iliskisinin diyabetteki 6nemi heniiz bilinmemektedir.
Fakat TRAIL ve reseptor sentezinin diyabette nasil degistiginin bilinmesi, TRAIL 1n
diyabetteki fonksiyonunun anlasilabilmesi agisindan olduk¢a onemlidir. Bu amagla
grubumuzun insan pankreasinda yaptigi c¢alismada, adaciklardaki TRAIL reseptor
sentez profilleri belirlenmis ve DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin, DR4 ve DRS
Olim reseptorlerine gore oldukga yliksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir.
Reseptor sentez diizeylerindeki bu farkliligin, beta hiicrelerinde TRAIL aracili
apoptoza karsi bir savunma mekanizmasi olabilecegi akla gelmektedir. [91].
Grubumuzun NOD farelerde yaptigr bir calismada yine, pankreatik adaciklarda
diyabet gelisimi dncesinde (10 haftalik) DRS 6liim reseptoriiniin yani sira, DcR1 ve
DcR2 yalanci reseptorlerinin de 6nemli miktarda sentezlendigi gozlenmistir [92].

TRAIL’1n beta hiicrelerinde apoptoza neden olmamasi, bu hiicrelerde FasL ve
TNF-alfa gibi sitokinlerin apoptotik etkilerine karst koruyucu rol alabileceginin
diisiiniilmesi, bunun yaninda DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin beta hiicrelerinin
ylizeyinde énemli oranda sentezlendiginin gosterilmesi, TRAIL 1n vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve insan vaskiiler endotel hiicreleri gibi saglikli hiicrelerde ¢ogalmay1
tesvik etmesi gibi bulgular g6z oniine alindiginda, TRAIL 1n beta hiicreleri tizerinde
sagkalimi ve ¢ogalmay1 tesvik edici etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir. Bu tez
calismasinda hipotezimizi bu ¢er¢evede kurduk ve sicanlardan elde ettigimiz primer
pankreatik beta hiicrelerinde ve fare beta hiicre hattinda c¢oziilebilir TRAIL
molekiiliiniin (sTRAIL) ve adenoviral vektorlerle saglanacak olan (AdShTRAIL)
TRAIL ekspresyonunun beta hiicre canlilig1 tizerine etkilerini, muhtemel proliferatif
etkisini ve bu etkinin mekanizmasini aragtirdik.
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MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Sican Pankreatik Adaciklarinin Elde Edilmesi
Kullanilan Soliisyonlar:

DMEM Besiyeri:

Bir sige toz besiyeri (Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-glutamin) ve 3,6 g
sodyum bikarbonat 900 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve 1 litreye tamamlandi.
Steril kabinde 0,22 um filtreden gegirildikten sonra, 5 ml penisilin-streptomisin-
amfoterisin soliisyonu (Biological Industries) eklendi. Serumlu DMEM igin %10
oraninda inaktif NCS (Newborn Calf Serum, Biochrom AG) ilavesi yapildu.

RPMI 1640 Besiyeri:

Bir sise toz besiyeri (Sigma, R7755) 900 ml distile su i¢inde c¢oziildii.
Icerisine %7,5 sodyum bikarbonat soliisyonu eklenerek pH 7.2’ye ayarlandi ve 1
litreye tamamlandi. Besiyeri steril kabinde 0,22 um vakumlu filtreden gecirildi. Daha
sonra 10,25 ml L-Glutamin (Biochrom AG) soliisyonu, 110 ml inaktif FBS (fetal
bovine serum, Biochrom AG) ve 5 ml penisilin-streptomisin (Biochrom AG)
soliisyonu ilave edildi.

Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu:

8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCI (Sigma), 1,44 g NaH,PO, (Sigma), ve 0,24 g
KH2PO, (Sigma) tartilarak, 800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. NaOH ile pH 7.4’e
ayarland1 ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon steril kabinde
0,22 um vakumlu filtreden gegirildi.

Enzim Stok Soliisyonu (2,5 mg/ml):

100 mg liyofilize enzim Liberaz RI (Roche), 4 ml soguk enjeksiyon
kalitesindeki su ile ¢oziildii ve buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Bekleme siiresinde
arada bir alt iist edilerek karistirildi. Hazirlanan enzim soliisyonu, enjeksiyon
kalitesindeki su ile 10 kat seyreltilerek -20°C’de saklandi.

Enzim Soliisyonu (0,25 mg/ml):
I ml enzim stok soliisyonu, 9 ml serumsuz DMEM ile karistirilarak
hazirlandi.

Deney Hayvanlar::

10-12 haftalik Wistar tiirii disi siganlar Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim Unitesi’nden temin edildi. Deney hayvanlarina
uygulanacak islemler i¢in Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Onay1 alind1 ve tim
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islemler kurallara uygun bicimde gerceklestirildi. Deneylerin tamamlanmasi igin
toplam 30 sigcan kullanildi.

3.1.1. Pankreasin Cerrahi Olarak Cikartilmasi

Anestezi iglemi ksilazin (40-80 mg/kg) ve ketamin (5-10 mg/kg) karisiminin
intra-peritonel enjeksiyonu ile gergeklestirildi. Sican, c¢alisma tablasina sirt {istii
yatirildi ve abdomen %70’lik alkol ile temizlendi. V-insizyon ile karin bosluguna
ulagildi. Karaciger kraniyele ¢ekildi ve iizerine gazli bez yerlestirildi. Barsaklar,
hayvanin soluna alinarak pankreas ortaya cikarildi. Ortak safra kanalinin karaciger
ucu ve duodenumla birlestigi ucu hemostat klempler ile kapatildi. PE50 tiipii
(Biopac) ile ortak safra kanalindan 10 ml soguk enzim soliisyonu enjekte edilerek
pankreas sisirildi. Pensetler yardimiyla, pankreas gevre organlardan ayrildi ve temiz
bir tilip i¢ine alindi.

3.1.2. Pankreasin Sindirimi

Pankreas 37°C su banyosunda 17-19 dakika tutuldu. Siire sonunda iizerine 40
ml serumlu DMEM eklenerek ¢alkaland1 ve 1600 rpm’de 75 saniye siireyle 4°C’de
santrifiij edildi. Cokelti tizerine 40 ml serumlu DMEM eklenerek siispanse edildi ve
400 um’lik celik filtreden (Thomas Scientific) gegirildi. Stispansiyon, 1600 rpm’de
75 saniye siireyle 4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant atildu.

3.1.3. Pankreatik Adaciklarin Saflastirilmasi

Cokelti, 20 ml soguk Histopak 1077 (Sigma) ile karistirildi ve lizerine 10 ml
serumsuz DMEM eklendi. Daha sonra 2500 rpm’de 17 dakika siireyle 4°C’de
santrifiij edildi ve orta hatta toplanan adaciklar temiz bir tiipe aktarildi. Uzerine
serumlu DMEM ilave edildi ve 1600 rpm’de 2 dakika siireyle 4°C’de santrifiij edildi.
Cokelti tizerine, 25 ml serumlu DMEM eklendi ve 4 dakika buz iizerinde bekletildi.
Siire sonunda tiipiin lizerinden 10 ml ¢ekilerek atildi, tekrar 10 ml serumlu DMEM
eklendi. Karigtirllarak tekrar 4 dakika buz iizerinde bekletildi. Sedimentasyon adi
verilen bu islem 3-4 kez tekrarlandi. Sedimentasyonun amaci, agir olan pankreatik
adaciklarin tiipiin dibine ¢6kmesi beklendikten sonra tiipiin tizerinde kalan daha hafif
asiner hiicrelerin ¢ekilerek uzaklastirilmasi ve bu islemlerin arka arkaya
tekrarlanarak adaciklarin yiiksek saflikta elde edilmesidir.

3.1.4. Pankreatik Adaciklarin Kiiltiire Alinmasi

Sedimentasyon sonrasinda elde edilen adacik hiicre siispansiyonu Kkiiltiir
kabma aktarildi ve mikroskop altinda goriilen adaciklar mikropipetle tek tek
toplanarak mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Bu asamada sadece pankreatik adaciklar
secilerek toplandigi i¢in asiner hiicreler ortamdan uzaklastirilmig oldu. Tiipe alinan
pankreatik adaciklar bir kere PBS ile yikandiktan sonra 10 ml serumlu RPMI 1640
besiyeri igerisinde kiiltiir kabina alind1 ve 37°C sicaklik ve %5 CO2’li nemli ortamda
gece boyu tutuldu.
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3.2. Pankreatik Adaciklarin Canliik Oranlarinin Belirlenmesi
Kullanilan Soliisyonlar:

Floresein Diasetat Soliisyonu (FDA):
5 mg toz floresein diasetat (Sigma) tartildi ve 1 ml aseton i¢inde ¢oziilerek
4°C*de karanlikta saklandi.

Propidyum Iodid Soliisyonu (PI):
1 mg toz propidyum iodid (Sigma) tartildi ve 1 ml distile su i¢inde ¢oziilerek
4°C’de karanlikta saklandi.

Pankreatik adaciklar izole edildikten hemen sonra, canlilik tayini i¢in temsili
olarak yaklasik 50 tane adacik alindi ve 1 ml PBS icine 2 pul FDA, 2 ul PI soliisyonu
eklenerek adaciklarla birlikte 20 dakika 37°C‘de tutuldu. Siire sonunda floresan
mikroskop altinda adaciklarin canlilik oranlar1 analiz edildi.

3.3. Pankreatik Adaciklarin Parcalanarak Tek Hiicre Kiiltiiriiniin Kurulmasi
Kullanilan Soliisyonlar:

RPMI 1640 Besiyeri:
Boliim 3.1.°de aciklandig1 gibi hazirlandi.

PBS:
Boliim 3.1.°de aciklandig1 gibi hazirlandi.

Akutaz:
Kullanima hazir soliisyon (Millipore).

3.3.1. Adacik Hiicrelerinin 96 Kuyulu Kaplara Ekimi

Izolasyon isleminden sonra gece boyu kiiltiirde tutulan pankreatik adaciklar
mikroskop altinda incelendi ve saglikli goriinenler mikrosantrifiij tiipiine aktarildu.
Bir kere PBS ile yikandiktan sonra, adaciklarin iizerine 1 ml akutaz enzim soliisyonu
eklenerek doku kiiltiir kabina aktarildi. Enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in 37°C*de
15-20 dakika tutuldu ve her 5 dakikada bir pipetaj yapilarak adaciklarin pargalanmasi
saglandi. Mikroskop altinda adaciklarin tek tek hiicrelere ayrildig: goriildiikten sonra,
tizerine 9 ml serumlu RPMI besiyeri eklendi ve par¢alanamayan adaciklarin elenmesi
icin 40 um filtreden gegirildi. Thoma lami kullanilarak hiicre sayimi yapildi ve
adaciklarin dagitilmasiyla elde edilen tek hiicre siispansiyonundan 100’er ul alinarak
hiicreler 96 kuyulu doku kiiltiir kabinin kuyularina ekildi (85000 hiicre/kuyu/100 ul
besiyeri). Hiicreler daha sonra 37°C sicaklik ve %5 CO2’li %95 nemli kiiltiir
ortamina alindu.
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3.3.2. Adacik Hiicrelerinin pLL Kaph Kuyulara Ekimi
Kullanilan Soliisyonlar:

Poli-L-Lizin (pLL):
Kullanima hazir soliisyon (Sigma, 0,1 mg/ml).

96 kuyulu kiiltiir kabinin kuyularina 50’ser pl pLL eklenerek 37°C’de bir
gece tutuldu. Ertesi giin kuyulardaki pLL uzaklastirildi ve steril distile su ile 3’er kez
yikandi. Kapak agik olarak 30 dakika kurumaya birakildi. Akutaz ile parcalanan
adacik hiicreleri kuyulara ekildi (85000 hiicre/kuyu/100 pl besiyeri). Hiicreler 37°C
sicaklik ve %5 CO2’li %95 nemli kultir ortamina alindi.

3.4. Min6 Hiicre Kiiltiirii
Kullanilan Soliisyonlar:

DMEM Besiyeri:
Boliim 3.1.°de aciklandig1 gibi hazirlandi. Ek olarak 1 litre besiyerine 5 pl -
merkaptoetanol eklendi.

PBS:
Boliim 3.1.’de agiklandig1 gibi hazirlandi.

Tripsin-EDTA:
10X Tripsin-EDTA soliisyonu (Biochrom AG) PBS ile 10 kat seyreltilerek
kullanildi.

Min6 hiicreleri Dr. Jun-ichi Miyazaki’nin (Osaka Universitesi, Japonya)
izniyle Prof.Dr. Salih SANLIOGLU’ndan (Akdeniz Universitesi) temin edildi. Min6
hiicreleri %5 CO,, %95 nem ve 37°C sicaklikta T25 flasklarda biiyiitiildii [98].
Kiiltiir kabinin %80°1 hiicrelerle kaplandig1 zaman besiyeri ¢ekilerek atildi ve 5 ml
PBS ile yikandi, 0,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 3-5 dakika oda
sicakliginda beklendi. Hiicreler yiizeyden ayrilmaya baslaymnca 5-10 ml serumlu
besiyeri ile siispanse edilerek santrifiij tlipine alindi. Tiip, 900 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatant atildi ve ¢okelti 20 ml serumlu besiyerinde homojenize
edilerek 4 adet T25 flaska dagitildi. Besiyeri her 3 giinde bir tazelendi. Deneyler
pasaj sayist 22-30 arasinda olan Min6 hiicreleri ile yapildi.

3.5. Ab549 Hiicre Kiiltiirii
Kullanilan Soliisyonlar:

RPMI 1640 Besiyeri:
Boliim 3.1.°de aciklandig1 gibi hazirlandi.
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PBS:
Boliim 3.1.°de aciklandig1 gibi hazirlandi.

Tripsin-EDTA:
Boliim 3.4.’de agiklandig1 gibi hazirlandi.

ATCC’den temin edilen insan adenokarsinoma akciger kanser hiicre hatti
(A549) kullanildi. A549 hiicreleri %5 CO,, %95 nem ve 37°C sicaklikta T25
flasklarda biyiitiildii. Kiiltiir kabinin %80’1 hiicrelerle kaplandigi zaman besiyeri
cekilerek atildi ve 5 ml PBS ile yikandi, 0,5 ml tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 3-
5 dakika oda sicakliginda beklendi. Hiicreler yiizeyden ayrilmaya baslaymca 5-10 ml
serumlu besiyeri ile siispanse edilerek santrifiij tiipiine alindi. Tiip, 900 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve ¢okelti 20 ml serumlu besiyerinde
homojenize edilerek 4 adet T25 flaska dagitildi. Besiyeri her 3 giinde bir tazelendi.
Deneyler pasaj sayis1 55-62 arasinda olan A549 hiicreleri ile yapildi.

3.6. Hiicrelerin sSTRAIL ile Muamele Edilmesi
Kullanilan Soliisyonlar:

STRAIL (20 pg/ml):
Liyofilize rekombinant insan ¢ozilebilir sTRAIL proteini (R&D, Katalog
no:375-TL) 500 pul %0,1 BSA i¢inde ¢oziildii.

900,1 BSA:
10 mg BSA (Bovine Serum Albiimin, Sigma) 10 ml PBS i¢inde ¢oziildi ve
steril kabinde 0,22 um filtreden geg¢irildi.

Primer Adacik Hiicre Kiiltiirii Muamele Besiyeri:

Bir sise toz besiyeri (Sigma, R1383, L-glutaminli, glukozsuz ve sodyum
bikarbonatsiz) 900 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Igerisine %7,5 sodyum bikarbonat
soliisyonu eklenerek pH 7.2°ye ayarland1 ve 1 litreye tamamlandi. Besiyeri steril
kabinde 0,22 pm vakumlu filtreden geg¢irildikten sonra 5 ml penisilin-streptomisin
soliisyonu ilave edildi. Serum konsantrasyonu inaktif FBS ilavesi ile %2 yapild:.
Glukoz konsantrasyonu %45 D-glukoz ilavesi ile 5 mM yapildi.

D-Glukoz (%45):

45 g D-glukoz (Sigma) tartilarak 80 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Isitict ve
kanistiric1 yardimiyla ¢dziinen soliisyon 100 ml’ye tamamlandi. 0,22 pum filtreden
gecirildi.

Min6 Hiicre Kiiltiirii Muamele Besiyeri:

Boliim 3.1°de agiklandigi gibi hazirlanan serumsuz DMEM besiyerine %0,5
oraninda BSA eklendi ve filtreden gegcirildi.
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AS549 Hiicre Kiiltiirii Muamele Besiyeri:
Bolim 3.1°de agiklandigr gibi hazirlanan serumsuz RPMI besiyerine %0,5
oraninda BSA eklendi ve filtreden gegirildi.

sTRAIL ile muamele edilecek hiicreler, bir gece boyunca uygulamanin
gerceklestirilecegi besiyerlerinde tutularak senkronize edildi. Ertesi giin hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi ve bir kere PBS ile yikandiktan sonra farkli
dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) sTRAIL iceren muamele besiyeri eklenerek 37°C
sicaklik ve %5 CO2’li %95 nemli kiiltlir ortamina birakildi. Pozitif kontrol olarak
%10 ya da %15 serumlu besiyeri kullanildi.

3.7. Immiinositokimya
Kullanilan Soliisyonlar:

Bloklama Soliisyonu:

Liyofilize normal esek serumu (Jackson ImmunoResearch) distile su iginde
¢Ozdiriildiic (60mg/ml). Bloklama i¢in %5 oraninda PBS iginde sulandirilarak
kullanildi.

96 kuyulu kiiltiir kaplarinda biiylitiilen hiicrelerin {izerindeki besiyeri
cekilerek uzaklastirildi ve tizerine 100 pl soguk metanol (Merck) eklenerek -20°C’de
20 dakika fiksasyon yapildi. Siire sonunda metanol ¢ekilerek uzaklastirildi ve 3 kere
5’er dakika PBS ile yikandi. Bloklama i¢in hiicrelerin tizerine 50°ser ul bloklama
soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 saat tutuldu. Siire sonunda bloklama
soliisyonu uzaklagtirildi ve 50’ser pl primer antikor soliisyonu eklenerek gece boyu
+4°C’de tutuldu. Primer antikor soliisyonu, guinea pig anti-insulin (Abcam, ab7842),
rabbit anti-glukagon (Abcam, ab18461), mouse anti-vimentin (Santa Cruz), mouse
anti-Ki67 (BD, 556003), goat anti-TRAIL (R&D, AF375) antikorlarinin, antikor
sulandirma soliisyonu (Abcam) igerisinde 1:100 oraninda sulandirilmasi ile
hazirland1. Ertesi giin primer antikor soliisyonu uzaklastirildi ve 3 kere 5’er dakika
PBS ile yikama yapildi. Daha sonra 50’ser ul sekonder antikor soliisyonu eklenerek
oda sicakliginda 1 saat tutuldu. Sekonder antikor soliisyonu, anti-guinea pig CY?2
(Jackson ImmunoResearch), anti-rabbit Texas Red (Santa Cruz), anti-rabbit FITC
(Jackson ImmunoResearch) ve anti-mouse Alexa Fluor 594 (Jackson
ImmunoResearch), anti-goat HRP (Santa Cruz) antikorlarmin 1:200 oraninda PBS
icinde sulandirilmasi ile hazirlandi. Siire sonunda sekonder antikor soliisyonu
uzaklastirildi ve hiicreler 3 kere 5’er dakika PBS ile yikandi. Floresan boyamalar i¢in
hiicrelerin iizerine DAPI ¢ekirdek boyasi igeren yapistirma soliisyonu (Life Science
Division) eklendi ve floresan mikroskopta incelendi. HRP isaretli sekonderlerle
yapilan boyamalarda ise hiicre ¢ekirdekleri 30 saniye hematoksilen ile boyandiktan
sonra yikandi ve hiicrelerin iizerine Kaiser’s gelatin eklenerek 1s1k mikroskobunda
incelendi.
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3.8. Annexin V Testi
Kullanilan Soliisyonlar:

Annexin V-FITC Kit (Trevigen, 4830-01-K):

Hiicrelerin iizerinden besiyeri uzaklastirildi ve soguk PBS ile yikandi. 10 pl
10X binding buffer, 10 pl propidium iyodid, 1 pl Annexin V conjugate, 79 pul
bidistile su ile karistirilarak Annexin V inkiibasyon soliisyonu hazirlandi. Hiicrelerin
tizerine 100 pl Annexin V inkiibasyon soliisyonu eklenerek 15 dakika karanlikta
tutuldu. Hiicreler 2 kez 1X binding buffer ile yikandi ve floresan mikroskopta
goriintiilendi.

3.9. WST-1 Canlilik/Proliferasyon Testi
Kullanmilan Soliisyonlar:

WST-1:
Kullanima hazir soliisyon (Roche, 11 644 807 001).

96 kuyulu kiiltlir kabindaki hiicrelere, 100 pl besiyeri varliginda 10 ul WST-1
solisyonu eklendi ve 4 saat 37°C’de tutuldu. Siire sonunda 5-10 dakika
calkalandiktan sonra spektrofotometrede Ol¢cim yapildi (test dalga boyu 440 nm,
referans dalga boyu 600 nm).

3.10. MTT Canhilik/Proliferasyon Testi
Kullanilan Soliisyonlar:

MTT (5 mg/ml):

(Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT,
AppliChem, A2231) 10 mg tartildi ve 10 ml PBS i¢inde ¢6ziildii. Steril kabinde 0,22
um filtreden gecirilerek karanlikta muhafaza edildi.

96 kuyulu kiiltiir kabindaki hiicrelere, 100 pl besiyeri varliginda 25 pl MTT
sollisyonu (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37°C’de tutuldu. Siire sonunda besiyeri
uzaklastirildi ve 100 ul DMSO (Sigma) eklendi, 5-10 dakika calkalandiktan sonra
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi (test dalga boyu 540 nm, referans dalga boyu 690
nm).
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3.11. Western Blot
Kullanilan soliisyonlar:

Lizis Tamponu:

100 mM NaF, 50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM EGTA,1
MM Na3zVOy, %10 Gliserol ve %1,2 Triton, 1 litre bidistile su i¢inde ile hazirlandi ve
pH 7.4’e ayarlandi. Kullanilmadan 6nce 50 ml soliisyona bir tablet proteaz inhibitor
kokteyli (Roche) eklenerek ¢oziildii.

2X Yiikleme Tamponu:
1 ml gliserol, 3 ml %10 SDS, 1,25 ml 1 M Tris-HCI pH 6.8, 20 pl bromfenol
blue,ve 0,5 ml B-merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

%8 Alt Jel:
4,6 ml bidistile su, 2,7 ml %30 Akrilamid, 2,5 ml 1.5M Tris (pH 8.8), 100 pl
%10 SDS, 100 pl %10 APS ve 20 ul TEMED eklenerek hazirlandi.

%S5 Ust Jel:
1,4 ml bidistile su, 330 pul %30 Akrilamid, 250 pl 1M Tris (pH 6.8), 20 ul
%10 SDS, 20 ul %10 APS ve 4 ul TEMED eklenerek hazirlandi.

1X Elektroforez Tamponu:
1,59 Tris, 9,4 g glisin ve 5 ml %10 SDS, 1 litreye bidistile su ile tamamlandi.

1X Protein Transfer Tamponu:
5,8 g Tris, 3 g glisin ve 200 ml metanol, 1 litreye bidistile su ile tamamlandi.

IX TBST (pH 7.4):
6,05 g Tris, 8,76 g NaCl ve 1 ml Tween-20, 1 litreye bidistile su ile
tamamlandi.

Strip-off Soliisyonu:
33,25 ml bidistile su, 6,25 ml 0,5M Tris-HCI, 10 ml %10 SDS karistirilarak
55°C’ye 1sitildiktan sonra 350 ul B-merkaptoetanol eklendi.

Bloklama Soliisyonu:

5 g yagsiz siit tozu 100 ml TBST de ¢oziildii. Siitiin i¢inde bulunan kazeinin
kendisi bir fosfoprotein oldugu igin, fosfo-antikorlar kullanilarak (p-ERK, p-p38 ve
p-Akt) isaretleme yapilacaginda bloklama soliisyonu olarak %1 BSA kullanildi.

3.11.1. Hiicre Lizat1 Toplanmasi

Hiicrelerin iizerinden besiyeri uzaklastirild ve iki kere soguk PBS ile yikandi.
Daha sonra hiicrelerin lizerine lizis tamponu eklendi. Hiicreler scraper yardimiyla
kazinarak ependorfa alind1 ve 10 dakika buz iizerinde tutuldu. 12000 rpm’de 4°C’de
10 dakika santrifiij yapild1 ve siipernatant temiz bir tiipe alindi. Yiikleme dncesinde,
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50 pg ornek, yar1 hacmi kadar 2X yiikleme tamponu ile karistirildi ve 95°C’de 5
dakika tutuldu.

3.11.2. Jel Hazirlanmasi ve Elektroforez

Elektroforez camlar1 (BioRad) temizlenerek uygulama i¢in hazirlandi ve alt
jel dokiildii. Jelin diizgiin donmasi i¢in iizeri su ile kaplandi. Jel donduktan sonra
tizerindeki su dokiildii ve yerine Ust jel eklendi. Tarak yerlestirilerek donmasi
beklendi. Jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi ve tankin i¢i 1X
elektroforez tamponu ile dolduruldu. Hazirlanan 6rnekler sirayla yiiklendi ve 100V
akimda 10-15 dakika, sonra 150V akimda 1 saat yiiriitiildii.

3.11.3. Orneklerin Membrana Transfer Edilmesi

Elektroforez sonunda jel c¢ikartilarak blotlama sandvigi hazirlandi. PVDF
membran, 0,45 um (Millipore) metanolde aktive edildikten sonra jelin iizerine
yerlestirildi. Blotlama tanki 1X protein transfer tamponu ile dolduruldu ve 100 V
akimda 2 saat ¢alistirildi.

3.11.4. Bloklama ve Antikor ile isaretleme

Transfer sonrast PVDF membran bloklama soliisyonu i¢ine alindi ve 5-10
dakika (%5 siit igin) ya da 90 dakika (%1 BSA igin) ¢alkalandi. Daha sonra membran
primer antikor soliisyonu igine alinarak 4°C’de gece boyu ¢alkalandi. Primer antikor
olarak TRAIL (1:1000, R&D AF347), DR5 (1:1000, R&D AF721), DcR1 (1:1000,
R&D AF630), DcR2 (1:1000, R&D AF633), ERK1 (1:1000, sc-94), pERK1/2
(Thr202/Tyr204)(1:1000, sc-16982), p38 (1:1000, Cell Signaling #9212), pp38
(Thr180/Tyr182)(1:1000, Cell Signaling #9211), Aktl (1:1000, sc-5298), pAkt1/2/3
(Ser473) (1:1000, sc-33437) ve yiikleme kontrolii olarak B-aktin (1:1000, sc-81178)
antikoru kullanildi. Membran {i¢ kere 10’ar dakika TBST ile yikandi ve sekonder
antikor sollisyonu i¢ine alinarak 1 saat oda sicakliginda ¢alkalandi. Membran ii¢ kez
10’ar dakika TBST ile yikandi. ECL soliisyonu (Roche) kullanilarak goriintiileme
yapild.

3.11.5. Strip-off

Isaretleme yapilan membranlar 55°C’de 30 dakika strip-off soliisyonu iginde
calkalandiktan sonra 45 dakika oda sicakliginda TBST ile yikandi. Bloklama
solisyonu i¢inde 30 dakika (%5 siit i¢in) ya da 90 dakika (%1 BSA igin)
calkalandiktan sonra gece boyu 4°C’de primer antikor ile isaretlendi.

3.11.6. Western Band Analizi
ImageQuant 5.1. programi kullanilarak bandlarin yogunluklar1 belirlendi.
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3.12. Hiicrelerinin Adenoviral Vektorlerle Transdiiksiyonu
Kullanilan Soliisyonlar:

Transdiiksiyon Soliisyonu:

%?2 serumlu besiyerine farkli yogunluklarda AdTRAIL adenoviral vektor (O,
0.25, 0.5, 1, 2, 5 pl/ml) eklenerek hazirlandi. Kullanilan AdTRAIL adenoviral vektor
stogunun konsantrasyonu 1x10% viriis/ml olarak belirlenmisti. Hiicrelere farkl
miktarlarda viriis eklendiginde, hiicre basina diisen enfeksiyoz viriis partikiili 0, 125,
250, 500, 1250, 2500 MOI olarak hesaplandi. MOI (Multiplicity of infection) hiicre
basina diisen enfeksiyoz viriis partikiiliinii gésteren bir birimdir.

Min6 ve A549 hiicreleri %10 serumlu besiyerlerinde yetistirildi. Geceboyu
%2 serumlu besiyerinde tutularak hiicreler senkronize edildi. Ertesi gilin besiyeri
cekildi ve bir kez PBS ile yikandiktan sonra transdiiksiyon soliisyonu eklendi.
Transdiiksiyonun 48. saatinde hiicreler mikroskop ile goriintiilendi ve alinan resimler

kaydedildi.

3.13. Iistatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in Excel (Microsoft Office) kullanild1 ve Student’s t test
ile istatistiksel analizler yapildi. Hata paylar1 SEM (Standard Error of Mean)
degerleri ile belirlendi ve 0.05 p degerinin alt1 anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1.  Sican Pankreatik Adaciklan Yiiksek Oranda Canli ve Saf Olarak izole

Edildi

Pankreatik adaciklar 10-12 haftalik disi Wistar tiirii siganlardan elde edildi.
Izolasyon sonrasinda kiiltiire alman hiicrelerin hepsinin pankreatik adacik oldugu
mikroskop altinda incelenerek belirlendi. Sican pankreasindan izole edilen
pankreatik adaciklarin canlilik oraninin belirlemesi amaciyla FDA/PI boyamasi
yapildi. FDA (floresein diasetat), canli hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alindiktan
sonra yesil floresan renk veren floresein bilesigine donistiiriiliir. PI (propidyum
iyodid) ise sadece 6lii hiicrelerin membranindan gecebilen ve DNA’ya baglanarak
kirmiz1 floresan renk veren bir bilesiktir. Pankreatik adaciklar, FDA ve PI ile
boyanarak floresan mikroskop altinda incelendi ve adaciklarin yiiksek oranda canli
olduklar1 gézlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Sigan pankreatik adaciklari. Pankreatik adaciklar izole edildikten sonra FDA/PI
boyamalar1 ile canlilik oranlar1 belirlendi. (A) Pankreatik adaciklar genel anestezi
altindaki 10-12 haftalik disi Wistar tiirii siganlardan elde edildi. (B) Liberaz (Roche)
enziminin pankreas kanalindan enjekte edilmesi yontemiyle sisirilen pankreas, cerrahi
olarak ¢evre dokulardan ayrildi. (C) Histopak yogunluk gradienti yontemiyle izole edilen
adaciklar, (D) mikroskop altinda ayirt edilerek toplandi ve kiiltiir ortamina alindi. (E)
Elde edilen adaciklarin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii. (F) FDA ile boyanan canli
hiicreler ultraviyole 1sik altinda yesil renkte goriinmektedir. (G) PI ile boyanan olii
hiicreler ultraviyole 151k altinda kirmizi renkte gérinmektedir (Bar uzunlugu 200 pum).
Biiytitme giicii 20X.
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4.2. izole Edilen Pankreatik Adaciklar1 Olusturan Hiicreler, Enzimatik
Olarak Ayrilarak Farkh Kosullarda Kiiltiire Edildi
Sican pankreasindan elde edilen adaciklar gece boyu kiiltiirde tutulduktan
sonra akutaz enzimi kullanilarak parcalandi ve tek hiicre kiiltiirii yapildi. Adacik
hiicrelerinin pargalandiktan 48 saat sonra birbirlerine yaklasarak hiicre kiimeleri
olusturma egiliminde oldugu, 72 saat sonra ise tekrar biitlin bir adacik gorliniimiine
kavustugu gozlendi (Sekil 4.2).

24 .saat 48 saat 72.saat

/
|

Sekil 4.2. Primer adacik hiicre kiiltiirii. Pankreatik adaciklarin enzimatik olarak dagitilmasinin
ardindan (24, 48, 72 saat) alman goriintiiler (Bar uzunlugu 100 um). Biiyiitme giicti 40X.

Kiiltiir kabina ¢ok zayif baglanan adacik hiicrelerinin ylizeye tutunmalarini ve
tek hiicre halinde kalabilmelerini kolaylagtirmak amaciyla kiiltiir kuyular1 poli-L-
lizin (pLL) ile kaplandi ve dagitilan adacik hiicreleri bu kuyulara ekildi. pLL,
polikatyonik 6zelligi nedeniyle kat1 ylizeylere kolayca tutunur ve polianyonik hiicre
ylizeyiyle etkilesime girerek, hiicrelerin yiizeye tutunmasina yardimci olur. Hiicre
kiiltiirii calismalarinda hiicrelerin kiiltliir kabinin yiizeyine yapismalarimi saglamak
amaciyla oldukg¢a sik kullanilan bir ajandir. pLL kapli kuyulara ekilen adacik
hiicrelerinin, ekimden 48 sonra hala tek hiicre halinde kalabildikleri, bir araya gelme
egilimi gostermedikleri gozlendi (Sekil 4.3). pLL kapl kuyularda hiicrelerin yeniden
bir araya gelememeleri, pLL’nin hiicrelerin dogal davraniglarin1 engelledigini
gostermektedir. Ayrica pLL’nin hiicreler ile siki baglantilar kurdugu ve hiicre
proliferasyonu lizerine etkilerinin olabilecegi yapilan c¢alismalarda gosterilmistir
[99]. Ayrica pLL’nin disiik konsantrasyonda hiicre  proliferasyonunu
indiikleyebildigi, yiiksek konsantrasyonda ise hiicreler i¢in toksik olabilecegi goz
Oniine almarak, bu asamadan sonraki deneylerimizde pLL ile kaplama yontemi
kullanilmadi [100].
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Normal kuyu pLL kaph kuyu

Sekil 4.3. pLL kaph kiiltiir kaplarinin kullanilmasi. pLL ile kapli olan ve kapli olmayan kiiltiir
kaplarinda 48 saat bityiitiilen adacik hiicreleri (Bar uzunlugu 100 pm). Biiyiitme giicti 40X.

4.3. Tek Hiicrelere Ayrilan Pankreatik Adacik Kiiltiiriindeki Farkh Hiicre

Popiilasyonlar1 Belirlendi

Pankreatik adaciklar, insiilin salinimi yapan beta hiicreleri, glukagon salinimi
yapan alfa hiicreleri, somatostatin salgilayan delta hiicreleri, pankreatik polipeptit
salgilayan gama (PP) hiicreleri ve ghrelin iireten epsilon hiicrelerinden olusan karma
bir hiicreler kiimesidir. Biitiin olarak elde edilen adaciklar enzimatik olarak
dagitilarak kiiltiir ortaminda alindiginda, kiiltiir kabinda birden fazla g¢esitte hiicre
bulunur. Elde ettigimiz kiiltiirlerde bulunan hiicre gruplarinin oranlarinin
belirlenmesi amaciyla adaciklar, spesifik antikorlar ile boyandi. Beta hiicrelerini
belirlemek amaciyla insiilin antikoru, alfa hiicrelerini belirlemek i¢in glukagon
antikoru ve fibroblast hiicrelerini belirlemek amaciyla vimentin antikorlar1 kullanildi.
Hiicre ¢ekirdekleri ise DAPI ile boyanarak belirlendi. Yapilan hiicre sayimlari
sonucunda beta (insiillin+), alfa (glukagon+), fibroblast (vimentin+) ve diger
hiicrelerin (sadece DAPI+) oranlar1 belirlendi (Sekil 4.4). Negatif kontrol olarak
hiicreler sadece sekonder antikor ile boyandi ve boyamalarin hiicreye spesifik oldugu
belirlendi.
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Sekil 4.4. Adacik hiicre kiiltiiriindeki hiicre popiilasyonlari. Farkli antikor kombinasyonlar1 ile
boyanan primer adacik hiicrelerinin sayisal analizi ile hiicre kiiltlirlindeki oranlar
belirlendi (Bar uzunlugu 100 pm). Her boyama i¢in n=4 kuyu kullanildi ve ortalama
yiizde oranlari belirlendi. Biiylitme giicii 40X.

4.4. SsTRAIL Muamelesi Primer Adacik Hiicre Kiiltiiriinde Apoptotik Etki

Gostermedi

TRAIL molekiiliiniin kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicre
6liimiine neden olurken, saglikli hiicrelerde apoptoza neden olmadig1 bilinmektedir.
Ayrica TRAIL’1n hem fare [84] hem de insan [86] pankreatik adaciklarinda apoptoza
neden olmadig1 daha onceki ¢alismalarla gosterilmistir. Caligmamizda TRAIL’1n
sican pankreatik hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini arastirmak {izere, primer adacik
hiicreleri 48 saatligine farkli dozlarda (0, 1, 10 ng/ml) sSTRAIL ile muamele edildi.
Stire sonunda apoptotik hiicre Oliimleri Annexin V/Propidyum Iyodid ikili
boyamalar1 ile belirlendi (Sekil 4.5A). Kullanilan bu yontem Annexin V
molekiiliinlin hiicre membraninda yer alan fosfatidilserinlere baglanabilme 6zelligine
dayanmaktadir. Normal hiicrelerde, membran lipidlerinin bir ¢esidi olan
fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde yer alirlar. Hiicrenin
apoptoza gitmesi durumunda ise, fosfatidilserinler hiicre zarinin i¢ yiizeyinden dis
ylizeyine gecerler ve boylece Annexin V ile kolayca baglanirlar. Bu yer degistirme,
hiicre membran biitiinligiinin  bozulmadig1 apoptozun erken donemlerinde
gerceklesir. Annexin V yesil floresan 6zellikteki FITC molekiilii ile isaretli oldugu
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icin, apoptoza giden hiicreler yesil renkte goriiniirler. Nekrotik hiicrelerin
ylizeylerinde de Annexin V baglanmasi olabilecegi icin, yapilan propidyum iyodid
boyamasi ile nekrotik hiicreler apoptotik hiicrelerden ayrilirlar. TRAIL 1 primer
beta hiicreler iizerindeki apoptotik etkisini gézlemek i¢in, sadece yesil olan hiicreler
yani erken apoptotik hiicreler degerlendirildi. TRAIL muamelesi yapilmayan grupta
(%2 serumlu besiyeri) apoptotik hiicre orani %29,6+8,2 bulunurken, kontrol grubu
olarak kullanilan %15 serumlu grupta bu oran %24,545,3 bulundu. TRAIL 1n diisiik
dozda (1 ng/ml, %28,9+3,1) ve yiikksek dozda (10 ng/ml, %27,242,8) verildigi
gruplarda ise apoptoz oraninda artis olmadigi gozlendi (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.5. Primer adacik hiicrelerinde apoptoz oranlari. (A) Primer adacik hiicreleri 48 saat siireyle
farkli dozlarda (0, 1, 10 ng/ml) sTRAIL ile muamele sonrasinda Annexin V (yesil) ve
propidyum iyodid (kirmizi) boyalar ile boyandi (Bar uzunlugu 50 pm). (B) Boyama
sonrasinda degerlendirilen gruplarin apoptotik hiicre oranlari grafikte gosterilmektedir.
Her grup i¢in n=4 kuyu kullanilmig ve deney iki kez tekrarlanmigtir. Degerler ortalama
yiizde oran1 + SEM olarak ifade edilmistir. P > 0,05. Biiyiitme giicti 40X.

TRAIL’1n primer pankreatik hiicreler iizerinde apoptozu tetiklemedigini teyit
etmek amaciyla hiicrelere FDA/PI ile ikili boyama uygulandi ve 6lii hiicre sayisinin
(tim kirmizi hiicreler), canli hiicre sayisina (sadece yesil hiicreler) oranlanmasi ile
Olu hiicre yiizdesi belirlendi (Sekil 4.6). TRAIL ile muamele edilen gruplarda 6lii



hiicre oraninin, TRAIL ile muamele edilmeyen kontrol grubuna (0 ng/ml) gore
artmadi81, aksine azalma egiliminde oldugu gozlendi. Ozellikle 1 ng/ml sTRAIL
muamelesi sonrasinda 6l hiicre oraninin %15 serumla muamele edilen gruptaki 6li
hiicre oranina yaklastig1 belirlendi.

10 ng/ml
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Sekil 4.6. Primer adacik hiicrelerinde 6lii hiicre oranlari. (A) Primer adacik hiicreleri 48 saat siireyle
farkli dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) STRAIL ile muamele sonrasinda FDA (yesil) ve
propidyum iyodid (kirmizi) boyalar ile boyandi (Bar uzunlugu 100 um). (B) Boyama
sonrasinda tim kirmizi hiicre sayisinin sadece yesil hiicre sayisina boliinmesiyle elde
edilen olii hiicre oranlar1 grafikte gosterilmektedir. Her grup i¢in toplam ortalama 2500
hiicre sayild1 ve n=1 kuyu kullanildi. Biiyiitme giicii 40X.

4.5. sTRAIL Muamelesi Primer Adacik Hiicre Kiiltiiriinde Hiicre Canhihigini

ve Proliferasyonunu Artiric1 Etki Gosterdi

TRAIL molekiiliiniin kanser digindaki saglikli bazi hiicreler iizerinde
proliferasyonu tetikleyici etkisi gosterilmistir. Ornegin TRAIL 1n vaskiiler endotel
hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu indiikledigi gozlenmistir.
Pankreatik beta hiicrelerinde TRAIL’in hiicre ¢ogalmasi ftizerine etkisi olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla, 48 saat TRAIL molekiilii ile muamele edilen
pankreatik adacik hiicrelerine canlilik ve proliferasyon testi olarak bilinen WST-1
testi uygulandi. WST-1, canli hiicrelerde bulunan mitokondriyel dehidrogenazlar
tarafindan renkli formazan molekiiliine doniistiiriiliir. Olusan triin miktari, hiicre
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sayisina ve hiicrenin metabolik aktivitesine bagli olarak artar. TRAIL ile 48 saat
muamele edilen hiicrelerin canlilik/proliferasyon testi sonucunda, diisiik doz TRAIL
muamelesinin (1 ng/ml) hiicre canliligini/proliferasyonunu artirma egiliminde oldugu
bulundu. Pozitif kontrol olarak kullanilan %15 serum ile muamele edilen grupta
hiicre canliligi/proliferasyonu TRAIL ile muamele edilmeyen gruba (0 ng/ml) gore
anlamli bir artis gosterdi (Sekil 4.7).

06 . WST-1
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Sekil 4.7.  Primer adacik hiicrelerinin canlilik/proliferasyon grafigi. STRAIL ile 48 saat muamele
edilen primer adacik hiicrelerinin canlilik/proliferasyon degisimi WST-1 testi ile
belirlendi. Diisiik doz sTRAIL (1 ng/ml) uygulanan grupta proliferasyonda artma egilimi
gozlendi. Her grup i¢in n=4 kuyu kullanilmig ve deney ii¢ kez tekrarlanmigtir. Degerler
ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. * P < 0,05.

WST-1 testinden elde edilen sonuglar, primer adacik hiicre kiiltiiriinde
bulunan tiim hiicre gruplari tizerindeki etkiyi yansitmistir. Olusturdugumuz primer
kiiltiiriin biiytik bir kismu beta hiicrelerinden olugsmasina ragmen, kiiltiirdeki hiicre
kitlesinin yaklagik dortte biri, adaciklardaki diger hiicre tiplerini temsil etmektedir.
TRAIL’1n pankreatik beta hiicrelerine 6zgii olarak proliferasyonu tetikleyici etkisinin
olup olmadiginin arastirilmasi i¢in, proliferasyon belirteci olarak bilinen ve sadece
cogalan hiicrelerde sentezlenen Ki67 proteini ile insiilin ikili boyamasindan
yararlanildi. sSTRAIL molekiilii ile 48 saat muamele edilen pankreatik adacik hiicre
kiiltiirlerine Ki67 ve insiilin boyamalarinin yanisira, hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi
icin DAPI uygulandi (Sekil 4.8A). Hem insiilin hem de Ki67 ile isaretlenen hiicreler
sayilarak, tim insiilin isaretli hiicre sayisina boliindii ve beta hiicre proliferasyon
yiizdesi belirlendi (Sekil 4.8B). Bu sonuglara gore; TRAIL ile muamele edilmeyen
kontrol grubunda %1,06+0,18, diisik doz TRAIL (1 ng/ml) ile muamele edilen
grupta %1,56+0,15, yiiksek doz TRAIL (10 ng/ml) ile muamele edilen grupta
%1,13+0,07, pozitif kontrol olarak %15 serum verilen grupta ise %2,98+0,65 beta
hiicre proliferasyonu oldugu gozlendi. Istatistiksel olarak diisiik doz TRAIL
uygulamasinin beta hiicre proliferasyonunu anlamli derece artirdigr bulundu
(p<0,05).
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Sekil 4.8.  Primer adacik beta hiicrelerinin proliferasyon orani. (A) Primer adacik hiicre kiiltiirlerine
Ki67 (kirmiz1) ve insiilin (yesil) antikorlari ile ikili boyama yapildi. Hiicre ¢ekirdekleri
DAPI ile mavi renkte goriilmektedir (Bar uzunlugu 50 pm). (B) Farkli dozlarda STRAIL
ile muamele edilen adacik hiicre kiiltiirlerindeki beta hiicre proliferasyon yiizdesi grafikte
gosterilmektedir. Her grup i¢in n=4 kuyu kullanilmis ve deney iki kez tekrarlanmustir.
Degerler ortalama = SEM olarak ifade edilmistir. * P< 0,05. Biiyiitme giicii 40X.

4.6. Adack Hiicre Kiiltiiriindeki Hiicrelerde TRAIL Sentezinin Oldugu

Gosterildi

Primer sican adacik hiicrelerinin TRAIL ile boyanmasi sonucunda, beta ve
alfa hiicrelerinin sitoplazmasinda TRAIL sentezinin oldugu gozlendi (Sekil 4.9A ve
4.9B). Fibroblast hiicrelerinde ise diisiik oranda TRAIL sentezi oldugu, ya da hig
olmadig1 belirlendi (Sekil 4.9C). TRAIL boyamasinin spesifik olup olmadigin1 tespit
etmek icin beta hiicreleri TRAIL geni tasiyan adenoviral vektorlerle transdiikte
edildikten sonra hem floresan hem de DAB yodntemiyle boyandi ve hiicre
sitoplazmasinda giicliit TRAIL boyamasinin oldugu gézlendi (Sekil 4.14). Insiilin ve
glukagon boyamalariyla st iiste gelen TRAIL boyamasi, primer adacik hiicre
kiiltiiriindeki beta ve alfa hiicrelerinin sitoplazmasinda TRAIL sentezinin oldugunu
gostermektedir.
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Sekil 4.9. Primer adacik hiicrelerindeki TRAIL sentezi. (A) Primer sigan adacik hiicre kiiltiiriinde
insiilin(+) olan beta hiicrelerinin (yesil), aynt zamanda TRAIL(+) oldugu (kirmizi)
goriilmektedir. (B) Glukagon(+) olan alfa hiicrelerinin de (yesil), TRAIL(+) (kirmizi)
oldugu goriilmektedir. (C) Vimentin(+) hiicrelerde (kirmizi) ise TRAIL boyamasi
goriilmemektedir. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile mavi renkte boyanmistir. Her bir resmin
sol alt kdsesinde, okla gosterilen hiicrelerin bilyiitiilmis resimleri yer almaktadir. (Bar
uzunlugu 100 pm). Biiyiitme giicii 40X.

4.7. sTRAIL Uygulamasi, Min6é Hiicre Hattinda Hiicre Canlihigin1 Artic1 Etki

Gosterdi

Sican primer adacik hiicre kiiltiirlinde sSTRAIL molekiiliiniin proliferatif
etkisinin gosterilmesi iizerine, bu etkinin si¢an primer beta hiicrelerine spesifik olup
olmadigini test etmek amaciyla fare beta hiicreleri kullanildi. Bu amagla TRAIL’1n
proliferatif etkisi fare beta hiicre hatti olan Min6 hiicrelerinde test edildi. Min6
hiicreleri bes farkli dozda sTRAIL ile (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) 48 saat muamele
edildi. Mikroskop altinda resimleri ¢ekilen Min6 hiicrelerinin morfolojik agidan
degismedigi belirlendi. Hiicre canliligini ve proliferasyonu belirlemek amaciyla MTT
testi uygulandi. MTT, primer hiicre kiiltiiriinde kullanilan WST-1 testi ile ayn1 temele
sahip olan ve hiicrelerin canlilii/proliferasyonu hakkinda bilgi veren bir testtir.
Uygulanan MTT testinin sonucunda, 1, 10 ve 100 ng/ml sTRAIL uygulanan
gruplarin hiicre canliliginda anlaml bir artig gézlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. sTRAIL’mn Min6 beta hiicreleri tizerindeki etkisi. (A) Farkli dozlarda sTRAIL molekiilii
eklenen Min6 beta hiicrelerinin morfolojilerinde bir degigsim gozlenmedi. (B) STRAIL
muamelesi (1, 10 ve 100 ng/ml) Min6 hiicrelerinde hiicre canliligimni anlamli derece
artirdi. Her grup i¢in n=6 kuyu kullanilmis ve deney ii¢ kez tekrarlanmistir. Degerler
ortalama = SEM olarak ifade edilmistir. ** P < 0,01, *** P < 0,001. Bar uzunlugu 100
pum. Biiyiitme giicii 40X.

STRAIL muamelesi ile hiicre canliliginin artmasi iizerine, Min6 hiicrelerinde
iki farkl siire daha test edildi. Bu amagla yine bes farkli sSTRAIL dozu (0, 0.1, 1, 10,
100 ng/ml) ile 24, 48 ve 72 saat sSTRAIL muamelesi yapildi. Her bir slirenin sonunda
MTT testi uygulandi ve en yiiksek canlilik oraninin 48. saatte oldugu goriildi.
Muhtemelen hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi ve besiyerinin degismemesi gibi faktorlerin
etkisi ile 72. saatte hiicre canlilig1 bir 6nceki zaman dilimine gore azalmistir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. Min6 beta hiicrelerinin canlilik/proliferasyon orani. Min6 beta hiicre kiiltiirii farkli
dozlarda (0, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml) ve farkli siirelerle (24, 48 ve 72 saat) sTRAIL
molekiilii ile muamele edildi. MTT testi sonunda elde edilen hiicre canlilik grafigi
gosterilmektedir. Her grup i¢in n=6 kuyu kullanilmig ve deney {i¢ kez tekrarlanmustir.
Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. * P < 0,05, ** P < 0,01, ***P < 0,001.

TRAIL’1n Min6 beta hiicre hatt1 tizerindeki proliferasyonu artirici etkisi Ki67
ve DAPI boyamasi yapilarak teyit edildi (Sekil 4.12A). Ki67 ile isaretlenen hiicreler
sayilarak, tim DAPI isaretli hiicrelerin sayisina boliindii ve Min6 beta hiicre
proliferasyon yiizdesi belirlendi (Sekil 4.12B) . Bu sonuglar MTT testinde gozlenen
sonuglar ile benzerlik gosterdi. sTRAIL ile 48 saat muamele edilen Min6
hiicrelerinde, 6zellikle 10 ng/ml sTRAIL dozunun hiicre proliferasyonunu artirdigi
gozlendi.
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Sekil 4.12. sTRAIL’in Min6 hiicre proliferasyonu iizerine etkisi. (A) Min6 beta hiicreleri 48 saat
siireyle farkli dozlarda sTRAIL molekiilii ile muamele edildikten sonra Ki67 antikoru
(kirmiz1) ve DAPI (mavi) ile isaretlendi. (B) Farkli dozlarda sTRAIL ile muamele edilen
Min6 hiicrelerinin proliferasyon yiizdesi grafikte gosterilmektedir. Her grup i¢in n=6
kuyu kullanilmis ve deney iki kez tekrarlanmustir. Degerler ortalama = SEM olarak ifade
edilmistir. * P< 0,05, ** P< 0,01. Bar uzunlugu 100 pum. Biiyiitme giicii 40X.

4.8. sTRAIL Uygulamasi, Kontrol Olarak Kullanilan A549 Hiicre Hattinda

Toksik Etki Gosterdi

TRAIL molekiiliiniin  bircok kanser hiicrelerinde apoptotik etkisi
bilinmektedir. Kullandigimiz sTRAIL rekombinant proteininin etkinligi teyit etmek
ve deney sisteminin diizglin ¢alistigini gostermek amaciyla kontrol amagl olarak,
A549 akciger kanser hiicre hatt1 kullanilarak MTT testi uygulandi. Min6 beta hiicre
hattinda oldugu gibi, A549 hiicrelerine de bes farklt TRAIL dozu (0, 0.1, 1, 10, 100
ng/ml) 48 saat silireyle uygulandi. Siire sonunda mikroskop altinda hiicre
morfolojileri incelendi ve o6zellikle yiliksek doz STRAIL uygulanan gruplarda
apoptotik hiicrelerin sayisinda artma, saglikli tutunan hiicrelerin sayisinda ise azalma
gbzlendi. Yapilan MTT testi sonucunda da, verilen sSTRAIL dozlarinin, 6zellikle 1,
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10 ve 100 ng/ml sTRAIL’in AS549 hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yarattig
belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13.  A549 hiicrelerinin sSTRAIL ile muamele edilmesi. (A) A549 akciger kanser hiicrelerinin
bes farkli sSTRAIL ile 48 saat muamele edilmesinin ardindan hiicre morfolojilerinde
gozlenen degisiklikler. (B) MTT testi sonucunda elde edilen hiicre canlihig: grafigi. Her
grup i¢in n=6 kuyu kullanilmig ve deney iki kez tekrarlanmistir. Degerler ortalama +
SEM olarak ifade edilmistir. * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001. Bar uzunlugu 100

um. Biiyiitme giicii 40X.

4.9. TRAIL Geni Adenoviral Vektorler Aracih@iyla Hiicrelere Aktarilarak

Hiicre icindeki TRAIL Sentezi Artirild

Hiicrelere disaridan rekombinant protein verilerek gerceklestirilen sTRAIL
uygulamasinin yani sira, hiicrelerin TRAIL sentezi yapmasi saglanarak, artan TRAIL
sentezinin hiicre canlihgi iizerindeki etkisi test edildi. Oncelikle Min6 ve A549
hiicreleri TRAIL geni tasiyan adenoviral vektorlerle (5 pl/ml AdTRAIL) enfekte
edildi ve gen aktarimimin gergeklestiginin gosterilmesi amaciyla transdiiksiyondan 48
saat sonra hiicreler TRAIL antikoru ile boyandi. Hem floresan (Sekil 4.14A) hem de
HRP (Sekil 4.14B) isaretli sekonder antikorlar kullanilarak yapilan boyamalar
sonucunda, Min6 ve AS549 hiicrelerinde AdTRAIL ile transdiiksiyon sonrasinda

TRAIL sentezinin arttig1 gosterildi.
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Sekil 4.14.  Hiicrelerdeki TRAIL sentezi. TRAIL geni tasiyan adenoviral vektdrlerle transdiikte
edilen ve edilmeyen Min6 (iist sira) ve A549 (alt sira) hiicre hatlar1 TRAIL antikoru
kullanilarak boyandi. (A) Immiinofloresan boyama yapilan hiicrelerde AdTRAIL
transdiiksiyonu sonrasinda TRAIL sentezinin (kirmizi) arttigi goriilmektedir (hiicre
cekirdegi DAPI ile maviye boyandr). (B) Immiinositokimyasal olarak boyanan
hiicrelerde yine AdTRAIL ile transdiiksiyon sonrasinda TRAIL sentezinde (kahverengi)
artis oldugu teyit edilmistir (hiicre ¢ekirdegi hematoksilenle mor renge boyandi).
Kontrol (0 pl/ml AdTRAIL), AdTRAIL transdiiksiyonu (5 pl/ml AdTRAIL). Bar

uzunlugu 100 pm. Biiyiitme giicii 40X.

4.10. TRAIL Geni Kodlayan Adenoviral Vektorler Aracihigiyla TRAIL
Sentezi Artirilan Min6 Hiicrelerinde Hiicre Canlihigi/Proliferasyonunda

Artis Gozlendi

Adenoviral vektorler araciligiyla hiicrelerde artan TRAIL sentezinin hiicre
canliligina etkisinin arastirilmasi amaciyla, Min6 hiicreleri alt1 farkli dozda (0, 0.25,
0.5, 1, 2, 5 ul/ml) AdTRAIL ile (0, 125, 250, 500, 1250, 2500 MOI) transdiikte
edildi. Transdiiksiyon sonrasinda transgenin ifade edilmesi ve etkisini gostermesi
amaciyla 48 saat beklendi ve siire sonunda Min6 hiicreleri toplanarak hiicre lizati
elde edildi. Toplanan hiicre lizatlar1 ile yapilan Western Blot sonucunda Min6
hiicrelerinde AdTRAIL miktar1 arttik¢a hiicrelerde sentezlenen TRAIL miktarinin da
artigr gorildi (Sekil 4.15). TRAIL geni aktarilan Min6 hiicrelerine MTT
uygulandiginda, 0.5, 1, ve 2 pul/ml AdTRAIL transdiiksiyonu yapilan gruplarda hiicre
canliligmin anlamli derecede arttigi, 5 pl/ml AdTRAIL transdiiksiyonunun ise
hiicrelerde sitotoksik etkiye neden oldugu goriildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. TRAIL gen aktarimi sonrasinda Min6 hiicrelerindeki TRAIL sentezi. AdTRAIL ile
enfekte edilen Min6 hiicrelerinde verilen viriis dozu arttikga, hiicre iginde sentezlenen
TRAIL miktar1 da artmaktadir.
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Sekil 4.16. TRAIL gen aktarimimin Min6 hiicreleri lizerindeki etkisi. MTT testi sonucunda AdTRAIL
vektorii ile artan dozlarda enfekte edilen Min6 hiicrelerinin hiicre canliliginda da artis
oldugu gosterilmektedir. Her grup icin n=6 kuyu kullanilmis ve deney iki kez
tekrarlanmigtir. Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. * P < 0,05, ** P < 0,01,
*** P< 0,001.

4.11. Adenoviral Vektorler Aracihigiyla TRAIL Sentezi Artirilan AS549

Hiicrelerinde Hiicre Canlih@i/Proliferasyonu Azaldi

Adenoviral vektorlerle Min6 hiicrelerine aktarilan TRAIL geninin hiicre
icerisindeki etkinliginin test edilmesi amaciyla kontrol grubu olarak A549 hiicreleri
kullanildi. A549 hiicreleri alt1 farkli dozda (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5 ul/ml) AdTRAIL ile
enfekte edildi ve transdiiksiyonunun 48.saatinde hiicrelerin morfolojileri mikroskop
altinda incelendi. Transdiiksiyon yapilan hiicrelerde hiicre sayisinin belirgin oranda
azaldigi ve apoptotik hiicre sayisinin arttigi gozlendi (Sekil 4.17A). Kantitatif
degerlendirme amaciyla yapilan MTT testi sonucunda, AdTRAIL ile enfekte edilen
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tim gruplarda hiicre canliliginin anlamli derecede azaldigi gozlendi. Hiicrelere
verilen viriis dozu arttikga, sitotoksik etkinin de arttig1 gozlendi (Sekil 4.17B).
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Sekil 4.17. AdTRAIL transdiiksiyonunun A549 hiicreleri tizerindeki etkileri. (A) AdTRAIL vektorii
ile artan dozlarda enfekte edilen A549 hiicreleri mikroskop altinda incelendiginde belirgin
bir sitotoksik etki goriildii. (B) MTT testi uygulanan hiicrelerin hiicre canlihigi grafigi
gosterilmistir. Her grup i¢in n=6 kuyu kullanilmig ve deney iki kez tekrarlanmistir.
Degerler ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. * P< 0,05, ** P< 0,01, *** P< 0,001.
Bar uzunlugu 100 pm. Biiyiitme giicti 40X.

4.12. sTRAIL ile Muamele Edilen Min6 Hiicrelerindeki TRAIL ve Reseptor

Sentezleri Belirlendi

Farkli dozlarda 48 saat sTRAIL ile muamele edilen Min6 fare beta
hiicrelerindeki TRAIL ve reseptor sentez oranlart Western Blot yontemi ile belirlendi
(Sekil 4.18). Min6 hiicrelerinde TRAIL sentezinin oldugu ve sTRAIL muamelesi ile
degismedigi goriildii. Diger taraftan DRS5 reseptor sentezi STRAIL muamelesi ile
doza baglh olarak giderek azalmakta iken diger reseptdrlerin (DcR1 ve DcR2)
sentezinde degisim olmadig belirlendi.
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Sekil 4.18. Min6 hiicrelerindeki TRAIL ve reseptor sentezi. Farkli dozlarda sTRAIL ile 48 saat
muamele edilen Min6 hiicrelerindeki TRAIL, DR5, DcR1 ve DcR2 sentezleri Western
Blot yontemi ile gosterildi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir.

4.13. sTRAIL, ERK, p38 ve Akt Uzerinden Min6 Hiicrelerinde Proliferasyon

Saghyor Olabilir

TRAIL 1n hiicre yiizeyinde reseptdriine baglanmasini takiben, hiicre iginde
ERK (extracellular signal-regulated kinase), p38/MAPK ve Akt gibi gii¢lii hiicre
proliferasyon tetikleyici kinazlarin aktive olabildigi bilinmektedir. TRAIL
molekiiliiniin Min6 hiicrelerinde proliferasyonu artirirken kullandigi mekanizmanin
aydinlatilmas1 amaciyla, hiicre iginde aktive olabilecegi diisiiniilen ERK, p38 ve
AKT’nin  fosforilasyon diizeyleri arastirlldi. ERK1/2  aktivasyonu igin
Thr202/Tyr204 fosforilasyon bdlgelerini taniyan, p38/MAPK aktivasyonu igin
Thr180/Tyr182 fosforilasyon bdlgelerini taniyan ve Akt aktivasyonu igin Ser473
fosforilasyonunu tanityan antikorlar kullanildi. Min6 hiicrelerinde en yiiksek
proliferasyonun goézlendigi doz (10 ng/ml) daha o6nceki deneylerle belirlenmisti.
Min6 hiicreleri 10 ng/ml sTRAIL ile farkli siirlerde (0, 5, 15, 30, 60 dakika)
muamele edildiginde sTRAIL uygulamasinin ardindan 15. dakikada ERK’nin
fosforilasyon diizeyinde artis tespit edildi (Sekil 4.19A). Kontrol amacl beta
hiicrelerinde ERK fosforilasyonunu artirdigi bilinen glukoz muamelesi yapildi ve
Min6 hiicrelerinde 25 mM glukoz muamelesinin ERK fosforilasyon diizeyini
artirdig1 gosterildi (Sekil 4.19B).
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Sekil 4.19. sTRAIL muamelesinin ERK fosforilasyonu iizerine etkisi. (A) 10 ng/ml STRAIL ve (B)
kontrol amagli 25 mM glukoz ile muamele edilen Min6 hiicrelerinde ERK fosforilasyon
diizeyleri Western Blot yontemi ile arastirildi ve ERK fosforilasyonunda artig gézlendi.

sTRAIL ile muamele edilen Min6 hiicrelerinde ERK fosforilasyonun yanisira
p38 ve Akt fosforilasyonu da Western Blot yontemi ile tayin edildi. sTRAIL (10
ng/ml) ile muamele edilen Min6 hiicrelerin p38 ve Akt fosforilasyon diizeylerinde
artig oldugu gosterildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20.  sSTRAIL muamelesinin p38 ve Akt fosforilasyonu iizerine etkisi. 10 ng/ml STRAIL ile

muamele edilen Min6 hiicrelerinde (A) p38 ve (B) Akt fosforilasyon diizeylerinin
Western Blot yontemiyle tayini.
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TARTISMA

Insiilin iireten pankreatik beta hiicre kitlesi, hem Tip 1 Diyabet (T1D) hem de
Tip 2 Diyabet’te (T2D) giderek azalarak hastalik gelisimine katkida bulunur. Bu
nedenle, fonksiyonel beta hiicre kitlesini artirmaya yonelik yeni/tamamlayici tedavi
yaklasimlariin gelistirilebilmesi, her iki tip diyabet i¢in de fayda saglayici olacaktir.

Immun sistemin énemli komponentlerinden biri olan TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand (TRAIL), TNF-alfa ve FasL’a olan homolojisinden dolay1, bir
apoptotik ligand olarak tanimlanmistir. Malign hiicrelerde giiglii bir apoptoz
indiikleyicisi olarak bilinen TRAIL’1n normal hiicre fizyolojisindeki rolii ise heniiz
tam olarak bilinmemektedir. TRAIL’1n indiikledigi sinyal yollar1 aydinlatildikga, bu
molekiiliin ilk kesfedildiginde diislinlilenden daha farkli fonksiyonlar1 olabilecegi
goriilmiistiir. Bu alanda yapilan ¢alismalar, TRAIL’1n apoptozun yani sira, farkh
hiicrelerde sag kalimi, proliferasyonu ve farklilasmay1 tetikleyebilecegini
gostermistir.  TRAIL’m, diyabetin gelisim mekanizmasinda da o©Onemli roli
olabilecegi bir¢cok farkli calisma ile gosterilmis, ancak bu rol heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Ancak, elde edilen bulgular, TRAIL eksikliginin T1D gibi
otoimmiin hastaliklarin gelisimini hizlandirdig1 yoniindedir ve T2D gibi inflamasyon
ile tetiklendigi diistiniilen bozukluklarin gelisiminde de 6nemli rol oynayabilecegini
akla getirmektedir. Bu fonksiyonlarin pankreatik adaciklarla ne derece
iliskilendirilebilecegi, yapilacak ileri ¢alismalarla ortaya ¢ikabilecektir. Genel olarak
TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri lizerinde koruyucu rol gosterdigi diisiiniilityor
olsa da, bu molekiiliin beta hiicreleri {izerindeki etkisi tam olarak aydinlatilmamustir.
TRAIL’1n vaskiiler endotel hiicrelerde [64], vaskiiler diiz kas hiicrelerinde [82] ve
romatoid artrit sinoviyal fibroblast hiicrelerinde [65] koruyucu etki gosterdigi,
sagkalimi indiikledigi, bu etkisi yaninda bu hiicrelerin proliferasyonunu da
tetikleyebildigi gosterilmistir. Calismamizda, TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri
tizerindeki biyolojik etkisinin tanimlanmasi ve olasi proliferatif etkisinin gosterilmesi

hedeflendi.

Bu hedefimiz dogrultusunda, pankreatik beta hiicresi olarak, siganlardan elde
ettigimiz pankreatik adaciklarda mevcut olan beta hiicreleri ve Min6 fare insulinoma
hiicre hatt1 kullanild1 (Sekil 4.1). Pankreatik adaciklar ya da “Langerhans adaciklar1”,
beta hiicrelerinin ¢ogunlukta bulundugu endokrin hiicre kiimeleridir ve morfolojileri
tiirler aras1 farklilik gosterir [101]. Ornegin insan adaciklarinda endokrin hiicreler
heterojen bir dagilim gosterirken, kemirgen adaciklarinda alfa hiicreleri ¢ogunlukta
olmak {izere, beta hiicresi disindaki hiicreler genellikle adacigin dis ¢evresinde, beta
hiicreleri ise merkezinde yer alir. Boyle bir yapiya sahip olan sigan Langerhans
adaciklar1 biitiin olarak kullanildiginda, etkisi test edilmek istenen molekiiliin,
kiiresel yapidaki adacigin dis kisminda konumlanmis olan beta hiicresi disindaki
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diger hiicrelerle, ozellikle alfa hiicreleri ile etkilesime ge¢mesi daha muhtemeldir.
Uyguladigimiz ¢oziilebilir TRAIL (STRAIL) molekiili adacigin icine niifuz
edemeyeceginden, hedefledigimiz beta hiicrelerine ulasabilmek i¢in pankreatik
adaciklar enzimatik olarak dagitilarak primer hiicre kiiltiiri kuruldu (Sekil 4.2).
Pankreatik adaciklarda enzimatik yolla dagitilan hiicreler, sonrasinda tekrar bir araya
gelerek yine dista beta hiicresi disindaki hiicreler ve merkezde beta hiicreleri yer
almak {izere yeniden organize olma egilimindedir [102]. Calismamizda kurulan tek
hiicre kiiltlirlerinde de adaciklarin tek hiicreye ayrildiktan sonra tekrar bir araya
gelme egiliminde olduklar1 goriildii. Ancak, TRAIL uygulamalari, dagitilan adacik
hiicrelerinin biraraya gelmeleri i¢in gereken siire bitmeden tamamlanmaistir.

Pankreatik adaciklarin dagitilmasiyla tek diisen hiicreler Kkiiltiir kabinin
ylizeyine ¢ok zayif tutunurlar [103]. Tutunmanin gii¢li olmasi amaciyla kiiltiir
kabinin yiizeyinin katyonik ozellikteki poli-L-lizin (pLL) ile kaplanmasi siklikla
uygulanan bir yontemdir [104]. Calismamizda pLL ile kaplanan kuyularda, dagilan
adacik hiicrelerinin, muhtemelen pLL’in tutucu etkisinden dolay1 yeniden bir araya
gelmedikleri gozlendi (Sekil 4.3). Ayrica, daha Once RIN-5F beta hiicreleriyle
yapilan bir calismada, pLL’nin beta hiicreleriyle giiclii baglantilar kurdugu ve
pLL’nin beta hiicrelerinde proliferasyonu artirict etkilerinin oldugu gosterilmistir
[99]. Dolayisiyla ¢alismamizda kullanilan primer adacik hiicreleri, pLL gibi bir dig
etkenin olmadig1 ortamda, kendi dogal siireglerinde TRAIL ile muamele edildi. Yine
adacik beta hiicreleri, dogal ortamlarinin bozulmamasi ve proliferasyon agisindan in
vivo metabolik ozelliklerinin korunmasi amaciyla alfa, delta ve PP hiicreleri gibi
adaciklarda yer alan beta hiicresi disindaki diger hiicrelerle birlikte kiiltiire edildi.
Kiiltlirtin hiicre kompozisyonu belirlendiginde biiyiik ¢ogunlugunun beta hiicreleri
oldugu, diger hiicrelerin ise tiim hiicrelerin yaklasik dortte birini olusturdugu
gosterildi (Sekil 4.4).

TRAIL’1in pankreatik beta hiicrelerindeki biyolojik etkisinin gosterilmesi
amactyla primer adacik hiicre kiiltiiriine farkli dozlarda TRAIL eklendiginde,
hiicrelerde apoptoz oraninda artis olmadig, aksine sagkalim ve proliferasyonda artis
oldugu goriildi (Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8). Bu durum, primer si¢an pankreatik adacik
hiicre kiiltiiriiniin TRAIL aracili apoptoza direngli olduguna isaret etmektedir.
Nitekim, daha 6nce farkli adacik primer hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar da
bulgularrmizi destekler niteliktedir. Ornegin Ou ve ekibi tarafindan yapilan bir
calismada, TRAIL ile muamele edilen primer insan adacik hiicrelerinin apoptoza
direngli oldugu gosterilmistir [86]. Daha sonra Mi ve ekibi tarafindan gergeklestirilen
baska bir ¢alismada ise, NOD farelerden izole edilen pankreatik adaciklar farkl
dozlarda (25, 50, 100 ng/ml) TRAIL ile muamele edildiginde, TNFa ve IFNy’nin
aksine, apoptoz indiiklenmemistir; bunun yaninda, Min6 hiicrelerinde de TRAIL 1n
apoptotik etkisine rastlanmamistir [84]. TRAIL uygulamasi sonrasi Ozellikle
pankreatik beta hiicrelerine spesifik insiilin ve Ki67 proliferasyon marker’: ile ikili
boyamalar sonucunda, TRAIL’in bu hiicrelerde proliferasyonu yaklasik 1,5 kat
artirdigin1 gozledik (Sekil 4.8). Bulgularimizin bu anlamda literatiire 6nemli katki
saglayacagini diigiiniiyoruz. TRAIL 1n primer beta hiicrelerindeki proliferatif etkisi,
calismamizda ozellikle disik doz (1 ng/ml) TRAIL uygulandiginda gozlenmistir.
Kavurma ve ekibi tarafindan, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde sadece diisiik doz
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TRAIL’1n (0,1-1 ng/ml) proliferasyonu tetikleyebildigi, daha yiiksek dozlarda
uygulanan TRAIL 1n (10-400 ng/ml) proliferasyonu indiiklemediginin gosterilmesi,
bulgularimizi desteklemektedir [83]. Yazarlar bu durumu, diisilk TRAIL dozunun,
hiicre i¢inde lipid raft olusturmayarak apoptotik olmayan yolagi aktive edebilecegini,
yiiksek TRAIL dozunun ise hiicre i¢inde lipid raft olusturarak apoptotik sinyal
yolagin1 aktive edebilecegini sdyleyerek agiklamislardir. Yine de TRAIL’mm bu
bifazik etkisi hala acikliga kavugsmamustir.

TRAIL’1n primer sican beta hiicrelerinde gozledigimiz etkilerinin si¢anlara
0zgii olma ihtimalini diglamak i¢in, TRAIL 1n etkisi Min6 fare beta hiicre hattinda da
test edildi. Bu sayede, sadece beta hiicrelerinden olusan bir hiicre kitlesi iizerinde de
uygulamalar ger¢eklestirildi. Min6 hiicreleri, farede pankreatik beta hiicrelerinde SV-
40 large T-antijeninin sentez edilmesi ile olusturulmus, glukoza duyarli insulin
salinimi yapabilen hiicre hatlaridir. Bu hiicrelerin farkli dozlarda sTRAIL ile
muamele edilmesi sonucunda yine proliferasyon oraninda artis goézlenmesi,
TRAIL’ 1n etkisinin sadece sican primer beta hiicrelerine 6zgli olmadigimi gosterdi.
Min6 hiicrelerinde nispeten en giiglii proliferasyon, hem MTT testi hem de Ki67
boyama sonuglarindan goriildiigii iizere, 10 ng/ml sTRAIL dozu ile saglandi (Sekil
4.10, 4.11, 4.12). Primer beta hiicrelerinde en fazla proliferatif etkinin 1 ng/ml
sTRAIL dozu ile yapilan uygulamada goriilmesi, bunun yaninda Min6 hiicrelerinde
proliferatif etkinin en yogun olarak 10 ng/ml dozda gozlenmesi, hiicrelerin kokeni,
transformasyon 0zelligi, ya da uygulama sirasinda kullanilan hiicre yogunlugu (85
bin primer adacik hiicresi/kuyu, 200 bin Min6 hiicresi/kuyu) ile ilgili olabilir. Ancak
sTRAIL’1n 6ne siiriilen bifazik etkisi, primer beta hiicrelerinde gozlendigi kadar
belirgin olmamakla birlikte Min6 hiicrelerinde de goriilmektedir.

Min6 hiicrelerine artan dozlarda TRAIL uygulamasi sonrasi, MTT hiicre
canlilik testinde 1, 10, ve 100 ng/ml TRAIL dozlarinin, 6zellikle uygulamanin 48.
saatinde bu hiicrelerde hiicre canliligini artiric1 yonde etki ettigi gézlenmistir (Sekil
4.10 ve 4.11). MTT bir tetrazolyum tuzudur. Tetrazolyum tuzlarinin indirgenerek
mavi-mor renkli formazan bilesigine doniistiiriilmesi, cogunlukla sitozolde yer alan
NAD(P)H-bagimli oksidorediiktaz enzimler tarafindan gergeklestirilir. Dolayisiyla,
MTT nin formazana indirgenmesi, hiicresel metabolik aktivite ile artar. Timositler ve
splenositler gibi dinlenme halindeki hiicrelerin, canli olmalarina ragmen metabolik
aktiviteleri diisik oldugundan MTT testinde c¢ok diisiik degerler verdikleri
bilinmektedir. Hizl1 béliinen hiicrelerde ise yiiksek degerler tespit edilir. Dolayisiyla
MTT, hiicrenin metabolik etkinligini yani canlilik derecesini ve boliinme etkinligini
gosterir [105]. Calismamizda Min6 hiicrelerinde 1, 10 ve 100 ng TRAIL
uygulamalar1 sonucunda gdzlenen metabolik aktivite seviyesi, yapilan MTT testinde
hi¢c TRAIL verilmemis veya 0,1 ng/ml TRAIL verilmis hiicrelere oranla istatistiksel
olarak anlamli seviyede yiiksek bulundu (Sekil 4.11). Bu durum, TRAIL’m bu
hiicrelerde hiicre canliligin1 ve hiicre boliinmesini artirict yonde etki gosterdigini
kanitlamaktadir. TRAIL 1n apoptotik etkisini gostermek i¢in kontrol hiicre hatti
olarak kullanilan A549 akciger kanseri hiicre hattinda sTRAIL uygulamasi ise,
beklendigi lizere, hiicre canliliginda doza bagimli azalmaya neden oldu (Sekil 4.13).
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Disaridan kiiltiir ortamina rekombinant sTRAIL verilmesi yaninda, Min6
hiicrelerine TRAIL kodlayan adenoviral vektorlerle gen aktarimi yapilarak hiicrelerin
kendilerinin sentezledikleri TRAIL’1n etkisinin de arastirilmasi amaglandi. TRAIL
kodlayan adenoviriislerin Min6 hiicrelerini transdiiksiyonunu takiben, yeni
sentezlenen TRAIL proteini hiicre membranina giderek burada transmembran protein
olarak yerlesir. TRAIL, sistein proteazlar ve matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2)
tarafindan kesilerek ¢oziilebilir TRAIL (sTRAIL) olarak salinarak reseptorlerine
baglanabildigi gibi, membrana bagl sekilde de reseptorlerine baglanip ilgili sinyal
yollarin1 aktive edebilir [62]. Deneysel siiregte Oncelikle adenoviral vektorlerin
transdiiksiyonel etkinliklerinin 6l¢iilmesi amaciyla, hiicreler artan dozlarda
adenoviral vektorler ile muamele edildi. Artan virlis dozuna bagl olarak hiicrelerde
sentezlenen TRAIL protein miktarinda immunofloresan, immunositokimya ve
Western Blot sonucglarina gore gozlenen artig, adenoviral vektorlerin etkin gen
transferi gergeklestirmis oldugunu kanitladi (Sekil 4.14, 4.15). Farkli dozlarda
adenoviral vektdor uygulamasinin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisine
bakildiginda ise, en ¢ok 1 ul/ml viral dozda olmak {izere, 0,5, 1 ve 2,5 ul/ml viral
dozlarda, hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak énemli seviyede artis gozlendi.
STRAIL formunun hiicrelerin  bulundugu kiiltiir ortamima ekzojen olarak
uygulanmasi ile adenoviral vektorler araciligiyla uygulama arasinda dogal olarak
farkliliklar vardir. sSTRAIL uygulamasinda uygulanan dozun etkinligi, sTRAIL 1n
hiicrelerle direk temasma baglidir. Oysa adenoviral vektdr aracili aktarimda,
siirecteki hiz smirlayici faktorlerden biri, adenoviral vektorlerin transdiiksiyon
etkinligi, sonrasinda hiicrelerde TRAIL sentezinin gergeklesme orani ve sentezlenen
TRAIL 1 hiicre ylizeyinde eksprese edilme oranidir. Bunun yaninda, adenoviral
vektorlerin tasidigi TRAIL geni, CMV promotoru altinda yer aldigi igin, gen
aktarimi yapilan Min6 hiicrelerinde siirekli transgen sentezi gerceklesir. Dolayisiyla
hiicreler, rekombinant protein uygulamasinda oldugu gibi sabit miktarda protein (10
ng/ml gibi) yerine, hiicrenin durumuna gore yogunlugu giderek artan TRAIL
konsantrasyonuna veya en azindan siirekli TRAIL uygulamasina maruz kalabilir.
Dolayisiyla, farkli dozlara bagl olarak gézlenen etkinlik derecelerinin iki uygulama
sekli arasinda farklilik gdstermesi dogaldir. Adenoviral vektdr uygulamasini takiben
Min6 hiicrelerinde goriilen proliferasyon oranlarinin sTRAIL muamelesinde oldugu
gibi doza bagl bir egri olusturmasi, sonugta adenoviriis aracilt TRAIL aktariminin
Min6 hiicreleri tizerindeki proliferasyon tetikleyici etkisini teyit etmektedir.

Kullanilan rekombinant sTRAIL proteininin ve adenoviral vektdér aracili
TRAIL aktarimmin beta hiicreleri iizerindeki etkinliginin test edilmesi amaciyla
yapilan deneylerimizde kontrol hiicreler olarak A549 akciger adenokarsinom hiicre
hatt1 kullanildi. A549 hiicrelerinde hem sTRAIL hem de AdTRAIL uygulamasi
sonrasi hiicre canliliginda azalma goriilmesi, sSTRAIL rekombinant proteininin ve
adenoviral yolla aktarilan TRAIL 1 fonksiyonel oldugunu gosterdi (Sekil 4.13 ve
4.17).

TRAIL’in beta hiicreleri iizerinde gozledigimiz proliferatif etkisinin
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi amaciyla, proliferasyonu tetikleyebilen kinazlar
olan ERK1/2, p38/MAPK ve Akt’nin, TRAIL uygulamasi sonrasindaki aktivasyon
oranlarini arastirdik. TRAIL’1n 6rnegin primer insan vaskiiler endotel hiicrelerde Akt
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ve ERK yollarin1 aktive ederek sagkalimi ve proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir
[64]. Yine vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de TRAIL’1n Akt ve ERK fosforilasyonu
yaptigt ama p38/MAPK fosforilasyonu yapmadigi gosterilmistir [82]. Romatoid
artiritli hastalarin sinoviyal fibroblast hiicrelerinde ise TRAIL’1n ERK ve Akt’nin
yani sira p38 aktivasyonu da yaptigi belirlenmistir [65]. Min6 hiicrelerinin, daha
once en yiiksek proliferasyonu sagladigi gosterilen 10 ng/ml TRAIL ile muamele
edilmesi sonrasinda, 15. dakikada ERK, p38 ve Akt fosforilasyonlarinin bazal
seviyeye kiyasla artis gosterdigi gozlendi (Sekil 4.19 ve 4.20). Min6 hiicreleri,
transforme hiicre hatt1 olmasi nedeniyle yavas da olsa prolifere olan hiicrelerdir. Bu
nedenle, bu hiicrelerde bazal seviyede kinaz fosforilasyonu goézlemek dogaldir.
TRAIL uygulamasinin, fosforilasyonu bu bazal seviyenin {izerine ¢ikardig
gozlenmistir. Bu durum, TRAIL’in beta hiicrelerinde ERK1/2, p38 ve Akt
aktivasyonu yaparak beta hiicrelerinde proliferasyonu artirict etkisi olabilecegini
gosterse de, bu etkinin ERK, p38 ve Akt inhibitorleri kullanilarak teyit edilmesi bilgi
verici olacaktir. Bunun yaninda, proliferasyon yollarinda gorev alan farkh
molekiillerin aktivasyon durumlarinin arastirilmasi da diistintilebilir.

TRAIL’ 1n, ¢calismamizda kullanilan primer sigan pankreatik beta hiicrelerinde
ve Min6 fare beta hiicre hattinda indiikledigi proliferasyon orani (yaklasik 1,5 kat),
ilk degerlendirmede diislik bir oran olarak goriilebilir. Ancak TRAIL 1n proliferatif
etkisinin insan vaskiiler endotel hiicrelerde, romatoid artrit sinoviyal fibroblastlarinda
ve insan ve sican vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gosterildigi onceki ¢alismalarda,
TRAIL 1n ad1 gegen hiicrelerin proliferasyon oranini yaklasik 1,5-2 kat yiikselttigi
goriilmektedir [64, 65, 82]. Ayrica, TRAIL’in hiicreler {izerindeki biyolojik
etkilerinin hiicre tipine, hiicrelerin farklilasma derecelerine, ortam sartlarina ve diger
molekiiller ile etkilesimine bagl olarak degisebilecegi bilinmektedir. Bu ¢ercevede
daha ileri arastirmalar, TRAIL 1n beta hiicreleri ilizerindeki biyolojik etkisinin ve
proliferatif roliiniin daha iyi degerlendirilmesine katkida bulunacaktir.

Sonug olarak, TRAIL 1n sigan primer pankreatik beta hiicrelerinde ve Min6
fare beta hiicre hattinda proliferasyonu 1,5 kata kadar artirabildigi gozlendi. Bunun
yaninda, TRAIL’1n bu hiicrelerde apoptozu indiiklemedigi ve hiicre canliligini
artirict yonde etki ettigi gosterildi. Bulgularimizin, halen tartigmali bir konu olan,
TRAIL 1n pankreatik beta hiicreleri {izerindeki etkisinin, buna bagli olarak da
diyabetteki roliiniin daha iyi anlagilmas1 yoniinde katkida bulunacagina inantyoruz.
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SONUCLAR

Calismamizda, TRAIL 1n pankreatik beta hiicreleri lizerinde hiicre canliligi,
hiicre oliimii ve proliferasyonla iligkili etkileri arastirildi. Yapilan deneylerde,
TRAIL 1n primer sigan pankreatik adacik hiicrelerinde veya Min6 fare beta hiicre
hattinda apoptozu tetiklemedigi, tersine hiicre canliligini ve proliferasyonu
indiikleyebildigi gézlendi. TRAIL’in beta hiicreleri tizerinde proliferatif etkisi, daha
once bildirilmemistir. Ayrica, gozledigimiz proliferatif etkinin mekanizmasi
arastirildt ve TRAIL’in bu hiicrelerdeki proliferatif etkisini ERK1/2, p38 ve Akt
yolaklarim1 aktive ederek gdosteriyor olabilecegi gozlendi. Bu bulgular, TRAIL 1n
beta hiicreleri lizerinde koruyucu etkisi olan ve ¢ogalmayi tesvik eden bir molekiil
oldugunu gostermektedir. TRAIL, pankreatik beta hiicreleri lizerinde ¢alismamizla
tanimlanan yeni rolii ile daha ileri ¢alismalarin da katkisiyla, beta hiicre kitlesinin
korunmasi/artirilmast igin kullanilabilecek aday bir molekiil olabilir. Bulgularimizin,
TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri tizerinde heniiz tam olarak aydinlatilamamais olan
etkisinin, buna bagli olarak da diyabetteki roliiniin daha iyi anlasilmasina katkisi
olacagina inanityoruz.
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OZGECMIS

1984 yilinda Cankiri’da dogan Sevim KAHRAMAN DIRICE, ilkégrenimini
1990-1996 yillar1 arasinda Bursa Hiirriyet Ilkdgretim Okulunda yapmus, 1996 yilinda
Antalya’ya gelerek egitimine burada devam etmistir. Antalya Aldemir Atilla
Anadolu Lisesinde 1998-2002 yillar1 arasinda lise 6grenimini gordiikten sonra 2002-
2006 yillar1 arasinda YOK bursu ile kazandig1 T.C. Hali¢ Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinde lisans 6grenimini
tamamlamustir. Akdeniz Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali’nda, Tibbi Genetik Yiiksek Lisanst yapmaya hak kazanmis ve
2006-2009 yillar1 arasinda yiiksek lisans ¢alismalarini yapmustir. Yiiksek Lisans
sirasinda adenoviral vektor aracili gen transferi ve transgen sentezinin in Vivo
floresan yoOntemlerle takibi iizerinde c¢alismis ve 2010 yilinda calismalarim
“Molecular Imaging and Biology” dergisinde yayimlamstir.

Yiiksek lisansi takiben 2009 yilinda Tibbi Genetik Doktora Programina
baslamis ve doktora doneminde diyabet hastalifinin molekiiler temelinin
aydinlatilmasi1 ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmesi iizerinde calismistir. Adacik
nakillerinde graft dmriiniin uzatilmasi ile ilgili yayin 2010 Diyabet Kongresinde en
iyi bilimsel yayin birinciligi 6diilii, graftin in vivo takibi ile yaymi ise 2013 yilinda
en iyi ikinci bilimsel yayin 6dili almistir. Diyabet alaninda yayimlanan toplam dort
makalesi ve yayimlanma asamasinda olan bir makalesi bulunmaktadir.

Doktora donemi boyunca Ttger aylik gorevlendirmelerle Harvard Tip
Fakiiltesi bilinyesindeki Joslin Diyabet Merkezinde Dr. Rohit N. Kulkarni’nin
Laboratuvarina gitmis ve orada yapilan calismalara katilmistir. Tibbi Genetik
doktora programima kayith oldugu siire boyunca arastirma gorevlisi kadrosunda
calismustir.
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